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Souhrn:

Tato prace je zaméfena na antibiotika, konkrétné na karbapenemy a jejich rezistenci
u Enterobakterii. Snazim se zde kratce popsat historii antibiotik a konkrétné karbapenemd,
jejich mechanismus u¢inku, mechanismy rezistence a snazim se zde charakterizovat klinicky
vyznamné rody Celedi Enterobacteriaceae, konkrétné rod Escherichia coli, Klebsiella spp.
a Enterobacter spp. Zvlasté se zde vénuji jejich laboratorni diagnostice a s ni spojenému
vySetieni citlivosti na antibiotika. V praktické Casti se zabyvam analyzou dat z nové zave-
dené laboratorni detekce karbapenemaz u enterobakterii v Nemocnici na Homolce, coZ bylo
hlavnim cilem této prace. Na zaklad¢ cilti jsem si stanovila vyzkumné otazky, které se mi
povedlo praktickou ¢asti prace zodpovedét. V diskuzi se snazim porovnat mou zjisténé vy-
sledky s vysledky z jinych zemi, konkrétné z Irdku, Recka a Ciny. BohuZel jsem nenasla
studii podobného rozsahu z jiné nemocnice v Ceské republice pro lepsi porovnani. Vysled-

kem mé prace je celkovy pocet karbapenemaz u vySetifenych pacientti v obdobi od 1. 6. 2021



do 31. 12. 2022 a jejich procentualni fenotypové zastoupeni v Nemocnici na Homolce. Fe-
notypové zastoupeni z mého sledovaného souboru se lisilo od celorepublikovych dat z Na-
rodni referenc¢ni laboratoie (NRL), coz mohlo byt zptisobeno nedostatecnou velikosti mého
souboru a malym poctem pozitivnich vzorka. Nejvice zastoupenou karbapenemazou v Ne-
mocnici na Homolce ve sledovaném obdobi byla OXA-48 like, kdezto z priizkumu NRL

v roce 2022 byla nejcastéji zastoupena karbapeneméaza typu NDM.
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Summary:

This work focuses on antibiotics, specifically carbapenems and their resistance in Entero-
bacteriaceae. | try to briefly describe the history of antibiotics and specifically carbapenems,
their mechanism of action, mechanisms of resistance and | try to characterize clinically im-
portant genera of the Enterobacteriaceae family, specifically Escherichia coli, Klebsiella spp.
and Enterobacter spp. | especially focus on their laboratory diagnosis and associated antibi-
otic susceptibility testing. In the practical part I deal with the analysis of data from the newly
introduced laboratory detection of carbapenemases in Enterobacteriaceae at the Hospital na
Homolce, which was the main aim of this thesis. On the basis of the objectives | set research
questions, which I managed to answer in the practical part of the thesis. In the discussion |
try to compare my findings with results from other countries, namely Iraq, Greece and China.
Unfortunately, 1 did not find a study of similar scope from another hospital in the Czech
Republic for a better comparison. The result of my work is the total number of carbapene-

mases in the examined patients in the period from June 1, 2021 to December 31, 2022



and their percentage phenotypic representation in Hospital na Homolce. The phenotypic re-
presentation from my study sample differed from the national data from the National Refe-
rence Laboratory (NRL), which could be due to the insufficient size of my dataset and the
small number of positive samples. OXA-48 like was the most represented carbapenemase
at the Hospital na Homolce during the study period, whereas NDM was the most represented
carbapenemase from the NRL survey in 2022.



Piredmluva

Toto téma prace jsem si vybrala z divodu zajmu o mikrobiologii, specialné tedy
0 problematiku antibiotik. Zvysujici se rezistence k antibiotikiim je celosvétoveé rozsitenym
tématem. Tato hrozba by méla byt brana v potaz a jeji prevenci by se méla vénovat zvySena
pozornost. Karbapenemy jsou rezervni antibiotika, ale bohuzel v poslednich letech rezistenci
Kk nim pfibyva. Myslim, ze je velmi dilezité na tuto problematiku upozornit, a hlavn¢ ji fesit
Vv celosvétovém métitku. Vzhledem k velmi castym migracim obyvatelstva je pienos velmi

snadny hlavné pii hospitalizacich v nemocnicich v méné rozvinutych zemich.
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UvVOoD

Pojem antibiotikum sly$ime témét na kazdém rohu, je to velmi diskutované téma.
Bakterie byly, jsou a budou soucasti naSeho kazdodenniho Zivota v pozitivnim, ale 1 nega-
tivnim slova smyslu. Antibiotika jako 1€Civo zachranily bezpocet zivotl a snizily finan¢ni
nakladnost na péc€i o pacienty. Zaroven s jejich uvedenim se antibioticka 1écba zacala pou-
zivat nejen pro lécbu lidi, ale i zvitat. Dnes uz vime, Ze jejich masové pouzivani bylo jednim

z faktoru vzniku a $ifeni bakterialni rezistence.

Existuje Siroka skala antibiotik. S rostouci dostupnosti téchto 1€k stoupa 1 jejich vy-
uziti pti 1écbé. Mezi Siroce pouzivana antibiotika patii i skupina B-laktamovych antibiotik,
jejichz ucinnost je zaloZzena na inhibici syntézy bakteridlni bunécné stény, tudiz jsou
pro clovéka netoxické. Vzhledem ke vzristajici rezistenci, kterd je zcela pfirozend
pro vSechny organismy, jsou néktera antibiotika ,,0znacena™ a pouzivana jako rezervni.
Tato rezervni antibiotika se pouzivaji az v pripad¢, ze 1€ky prvni linie nejsou uc¢inné. A praveé
karbapenemy, kterym je vénovana tato prace, jsou jednémi z nich. Ale v 90. letech minulého
stoleti se zaCaly objevovat rezistence i na vySe zminénou skupinu, a to konkrétn€ u gramne-
gativnich bakterii pomoci horizontélniho pfenosu genti na mobilnich genetickych elemen-

tech.

V této praci jsem se snaZzila popsat pojem ,,Antibiotika®, konkrétnéji skupinu beta-
laktamil a jejich podskupinu karbapenemy. Déle zde kratce zmiiiuji klinicky vyznamné rody

¢eledi Enterobacteriaceae jejich detekci zejména u pacientti V nemocniéni péci.

Prakticka Cast je zaméfena na analyzu dat v Nemocnici na Homolce v uréitém de-
tekénim obdobi pomoci jasné stanoveného algoritmu. SnaZila jsem se zmapovat veskeré

testy, které se v daném obdobi provedly.
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TEORETICKA CAST

1 ANTIBIOTIKA

Antibiotika jsou latky ptirodniho, ale i umélého pivodu. Nejcastéji jsou to produkty
pudnich mikroorganism, které¢ dokazi poskodit nebo usmrtit bakterie a zaroven neposkozuji
lidské bunky a tkan€. Antibiotika ptisobi proti patogennim mikroorganismum a patii do sku-
piny antiinfektiv spolu s antivirotiky, antimykotiky, antiprotozoiky a antihelmintiky (Benes,

2018).

Slovo antibiotika pochazi z fectiny, sklada se ze slov anti — proti a bios — zivy, Zivot,
tudiz z etymologického hlediska by se tento pojem mél pouzivat jako nazev vsech 1€ki
ze skupiny vySe zminéné. Z tradice se niméné tento pojem uZziva pouze pro latky plsobici

proti bakteriim (Benes, 2018).

Pojem antibiotikum je definovano takto: ,, Antibiotikum je chemicka latka jakéhokoli
puvodu s antibakterialnim ucinkem a S minimalni ¢i alespon tolerovatelnou toxicitou

pro cloveka*

1.1 Historie antibiotik

Historie antibiotik se datuje kolem konce 19. stoleti, kdy Louis Pasteur ucinil objev
a popsal protichidné pusobeni nékterych anaerobnich bakterii na rust Bacillus anthracis.
Nejspise se antibiotika v néjaké formé uZivala jiz ve starém Egypté, kde byly v mumiich
nalezeny zbytky tetracyklinti. Skuteény rozmach antibiotika zazila az v roce 1929 objevem
penicilinu sirem Alexanderem Flemingem, ktery si povSiml, Ze na Petriho miskach pliseni
Penicillium notatum brani rustu Staphylococcus aureus. V praxi se penicilin zacal uzivat
koncem 2. svétové valky. Objevy dalSich antibakterialn¢ i¢innych produktli na sebe nene-

chaly dlouho ¢ekat (Spizek, 1999).

Nove¢ vznikajici skupinu 1é¢iv pojmenoval americky mikrobiolog Selman Abraham
Waksman, ktery se zapsal do dé&jin téz jako objevitel streptomycinu (1943). Zprvu se rozli-

Sovalo mezi chemickymi antibakteridlnimi slouc¢eninami (chemoterapeutiky) a pfirodnimi

1STEFAN, Marek. Antibiotika v klinické praxi. Praha: GALEN, c2019. ISBN 978-80-7492-397-5.
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antibakterialnimi produkty (antibiotiky). Od tohoto déleni se ¢asem upustilo, protoze s vy-
vojem semisyntetickych pripravkil se hranice téchto dvou skupin zacala zuzovat. V soucasné

dob¢ se pojem chemoterapeutika pouziva vyhradné v onkologické mediciné (Benes, 2018).

1.2 U¢inky antibiotik

Razné druhy antibiotik se od sebe odlisuji riiznou velikosti molekul, ale 1 stavbou,
proto maji rozdilny mechanismus u¢inku. Hledana vlastnost antibiotik je tzv. selektivni to-
xicita, coz znamena, ze by mély zneskodnit Ci zastavit rist patogenu a zaroven mit co nej-
mensi vliv na hostitele a jeho organismus. Antibiotikum v organismu hleda citlivé misto,

které oznacujeme jako cilova struktura (Schindler, 2014).

1.2.1 Antibiotika ptisobici na bunéénou membranu
Funk¢nost vnéjsi bunééné membrany gramnegativnich bakterii naruSuji polymyxiny,

které ptisobi jako detergent. Jejich nejzndméjsi zastupce je kolistin. Vysledkem plisobeni
téchto antibiotik je smrt buiiky, takze miizeme fict, Ze ptisobi baktericidné. Nejsou selektivné
toxické, jelikoz spolu s bunéénou membranou patogennich bun¢k napadaji i bunéénou mem-
branu lidskych bunék. Funk¢nost vnitini bunééné membrany grampozitivnich bakterii (ne-
maji zevni bunéénou membranu) poskozuji lipopeptidy. Tato antibiotika se nedokazi nava-
zat na vn&j§i membranu gramnegativnich bakterii, a tudiz je nemohou zneskodnit (Stefan,

2019).

1.2.2 Antibiotika ptsobici na bunéénou sténu
Do skupiny antibiotik porusujici bunétnou sténu patii pét druhti (beta-laktamy, gly-

kopeptidy, lipoglykopeptidy, polypeptidy a fosfomycin). Diky stavbé lidskych bunék,
které nemaji bunécénou sté€nu, jsou tato antibiotika selektivné toxicka. Peptidoglykan neboli
murein, jez je soucasti bunééné stény a je syntetizovan enzymy, je vazan na beta-laktamy,
které nasledné ukoncuji funkci enzymu (Schindler, 2014). Patogeny s porusenou bunécnou
sténou podléhaji lyze, antibiotika maji baktericidni uc¢inek. Glykopeptidy mohou narusit

funkci nefronii a tim negativné ovlivnit hostitelsky organismus (Stefan, 2019).

Grampozitivni bakterie maji bunécnou sténu, kterd je tvofena pouze silnou vrstvou
peptidoglykanu spojenou s dal§imi polymery (kyselina teichoova, kapsularni polysacharid)
anemaji zevni bunéénou membranu. Buné¢na sténa gramnegativnich bakterii je slabsi, tvofi
ji pouze nékolik vrstev peptidoglykanu, nad kterymi se nachazi periplazmaticky prostor
ohraniceny od vnéjsiho prostfedi zevni bunéénou membranou (Némec, 2015). Peptidogly-

kan patii mezi nejvétsi makromolekuly tvofici buniky bakterii. Je tvofen z polysacharidovych
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fetézct slozenych ze stiidajicich se se B-1,4-vazanymi zbytky N-acetylglukosaminu

a N-acetylmuraminové kyseliny, které poji kratké peptidy (Otten, 2017).

1.2.3 Antibiotika pusobici na irovni proteosyntézy
Léciva této skupiny maji vyhradné bakteriostaticky ti¢inek, to znamena, zZe zamezuji

pouze zmnozeni bakterii, ale o zabiti bakterie se musi postarat funk¢ni imunitni systém hos-
titele. Plisobi na Grovni syntézy bilkovin, kterd probiha na ribozomech. Ovliviiuji i m-RNA
¢1 t-RNA. Mezi tato antibiotika patii tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol, aminoglyko-
sidy a oxazolidinony. Nejsou selektivné toxické, protoze ovliviiuji i funkcei ribozomu lid-
skych bunék. Aminoglykosidy jsou jedind antibiotika téhle skupiny, které piisobi bakteri-
cidné. Mimo inhibici proteosyntézy ovliviiuji funkénost bunécéné stény a vyvolavaji tvorbu

volnych kyslikovych radikali (Stefan, 2019).

1.2.4 Antibiotika piisobici na syntézu kyseliny deoxyribonukleové
Zpomaluji funkci patogenni DNA, coz ma baktericidni u€inky. Nejsou zcela selek-

tivné toxické a mohou vyvolat nezadouci u¢inky v lidském organismu. Patii sem fluorochi-
nolony, co-trimoxazol, nitrofurantoin a nitroimidazoly (Stefan, 2019). Imidazoly rozlamuji
provazce DNA, fluorochinolony se vazou na topoizomerazu, kterd rozpléta a tvoii kopie

provazce DNA (Schindler, 2014).

1.2.5 Antibiotika ptisobici na syntézu kyseliny ribonukleové
Do této skupiny spadaji dvoje baktericidné ptsobici antibiotika — rifamyciny a fida-

xomicin. Rozdil mezi témato dvéma léky je v toxicité, zatim co fidaxomicin je téméf neto-

xicky, u rifamycinu zaznamenavame toxicitu pomémé vysokou (Stefan, 2019).

1.3 Mechanismus uc¢inku — farmakodynamika a farmakokinetika
Farmakodynamika spada stejn€ jako farmakokinetika pod farmakologii a zabyva

se zkoumanim mechanického ptsobeni 1é¢iv na cilové struktury, zatimco farmakokinetika

se zabyva pohybem léku v organismu, coz slouzi k vypoctu davkovani lé¢iv. Tyto dva pojmy

spolu uzce souvisi a jejich vztah vyjadifujeme zkratkou.

Vétsina infekei se nachdzi mimo intravaskularni prostor, takZe je nutny ptestup 1é-
¢iva z krve do dalSich ¢asti intersticialniho prostoru, kde se nachézi cilové misto pro ptiso-
beni antibiotik. V intersticialnim prostoru se mohou navazat na tkanové proteiny, pronikat
do bunék anebo ziistat volng v intersticialni tekuting. Cim vice se 1é&ivo vaze na plazmatické
proteiny, tim méné dochdzi k priniku do bunék. Mezi volnou frakci antibiotika v krevni

plazmé¢ a v intersticialnim prostoru se vytvaii rovnovaha diky procesim pasivni difuze.
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Doba, ktera je potfebnd k ustdleni rovnovahy, je pfimo umérnd ploSe kapilarniho feciste,
objemu tkanové tekutiny a vlastnostem lé¢iva. Prinik do tkani mtize byt omezen piiroze-
nymi bariérami lidského téla (CNS, oko, prostata), aktivnim transportem (P-glykoprotein),
aktualnim pH, lokalnim priatokem krve v misté infekce, hustotou krve a permeabilitou
nebo osmotickym gradientem. Mnozstvi volné frakce antibiotika v krevni plazmé umoziiuje
pouze orienta¢ni odhad mnozstvi jeho volné frakce ve tkani, jelikoz jeho Sifeni z plazmy
do dal$ich télnich ¢asti je nerovnomérné. Bohuzel neméame dostupné laboratorni metody,
které¢ by zvladly urcit hladinu volné frakce ve tkéani ¢i v krevni plazmé, tudiz vyuzivame
laboratorni metody, které jsou schopny urcit hodnoty celkové koncentrace antibiotika
V plazmé¢, a diky znalostem o vazebné kapacité urcitého 1é¢iva se hodnoty volné frakce od-

haduji (Halacova, 2014).

Znalost farmakodynamiky a farmakokinetiky jednotlivych antibiotik je dulezita
pro porozumeéni vztahti mezi poddvanou davkou a uc¢inkem, napt. aby nedoslo k predavko-
vani pacienta. Pfi 1é¢bé€ nastava velké mnozstvi interakci mezi pacientem, mikroorganismem
a podanym léCivem, tudiz nelze vztah mezi davkou a ucinkem charakterizovat pouze
podle vypocti. Tento vztah ovliviiuje spoustu faktord, jednim z nich je naptiklad charakte-
ristika daného 1éc¢iva (hydrofilita ¢i lipofilita, eliminacni cesta, distribu¢ni objem, vazba
na proteiny, schopnost prostupovat do tkéni...), interak¢ni potenciél, vlastnosti infekéniho

agens, misto infekce a zdravotni stav pacienta (Halacova, 2014).

1.3.1 Farmakokinetika
Zabyva se zménou koncentrace 1é¢iv v organismu s ohledem na vstiebavani, $ifeni,

metabolizaci a vylu¢ovani — pro tyto hlavni déje se pouziva akronym ADME (z angl. Ab-

sorption — Distribution — Metabolization — Elimination)

1.3.1.1 Absorpce

Absorpce je popsana jako procento davky, které se dostane do krevniho ob&hu paci-
enta. Léciva, ktera se uzivaji nitrozilné, nepodstupuji proces vstiebavani a maji 100% biolo-
gickou dostupnost. Pfi peroradlnim podéni je biologicka dostupnost mensi. Mira absorpce
peroralné€ je zavisla 1 na pozivani potravy. Nekteré antibiotické piipravky se museji uzivat
na la¢no, zatimco jiné po jidle, nékteré se nesmi uzivat s mlécnymi vyrobky, protoze jejich
vstiebatelnost se snizuje v pfitomnosti ur€itych kationtt, jako jsou naptiklad vapnik a hot¢ik
(Benes, 2018). Léciva jako vankomycin, aminoglykosidy a kolistin se z gastrointestinalniho

traktu nevstiebavaji, proto je nutné parenteralni podani. Naptiklad vankomycin se uziva
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k 1é¢be klostridiové kolitidy a intravendzné podany se do stfeva nevylucuje, proto se neda
k jeji 1écbé takto pouzit. Nejvyssich G€inkd dosahuji antibiotika intravenéznim podanim

(Stefan, 2019).

Proces vstifebavani Ize popsat pomoci nasledujicich farmakokinetickych pojmt, jako
jsou biologicka dostupnost, maximalni koncentrace (cmax) a doba dosazeni maximalni kon-
centrace (tmax). Biologicka dostupnost je podil 1éCiva, které se dostava do krevniho ob-
jemu, obsazeného v 1é¢ivém piipravku a zaroven se zjistuje rychlost absorpce. Absolutni
biologicka dostupnost srovnava plochu pod kiivkou (AUC) pfi oralnim a parenteralnim uzi-
vani. Relativni biologickd dostupnost se pouziva k porovnavani dvou lé¢ebnych ptipravkii,
kde se zkouma jejich biologicka dostupnost, ktera se vyjadiuje velikosti plochy pod kiivkou
(AUC) (Benes, 2018).

1.3.1.2 Distribuce

Lécivy pripravek podany riznymi cestami se dostava do krevniho feciste, ze kterého
se dostava do cilovych struktur. Podle distribu¢niho kritéria délime antibiotika do tii skupin.
Do prvni skupiny spadaji 1éky s nejvétsi koncentraci v intravaskularni tekuting, vazou
se na sérové proteiny, takze maji omezenou penetraci z krve do tkéni. Druhd skupina se §ifi
do extracelularni tekutiny a tfeti skupina se shromazd'uje hlavné v tkénich a bunkach. Vét-
Sina zastupcu prvnich dvou skupin patii mezi hydrofilni, maji nizky distribu¢ni objem, vy-
sokou koncentraci Vv séru, jsou vyluéovany ledvinami a jejich penetrace do bunék je mini-
malni. Zastupci tieti skupiny jsou lipofilni, maji velky distribu¢ni objem, nizké sérové kon-

centrace a snadno pronikaji do bun&k (Stefan, 2019).

Distribucni objem je parametr slouZici k popisovani Sifeni Iéku v organismu. Tento

objem je pfimo imérny ke koncentraci antibiotika v krevnim obéhu (Jindrak, 2014).

1.3.1.3 Metabolismus

Metabolismus vétSiny antibiotickych latek probiha v jatrech. Néktera plisobi jako
inhibitory nebo induktory cytochromu P450. Inhibitor ma za néasledek zpomaleni metabo-
lismu urcitého 1éku, ¢imz se zvySuje jeho koncentrace, tedy i ii¢innost. Induktor naopak me-

tabolismus urychluje, ¢imZ se koncentrace snizuje (Stefan, 2018).
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1.3.1.4 Eliminace
Eliminace antibiotik je zajistovana télnimi organy (ledviny, jatra, plice). K vypoctu

velikosti vyluovani se uziva clearance. ,, Clearance je definovana jako objem plasmy ocis-

cyXV

tény od dané latky za jednotku casu‘?. Po&ita se ze vzorce Clg = , kde cu a cp jsou

‘p

koncentrace 1éku v moci (lat. urea) a plasmé, V je objem moci (Benes, 2018).

Cinnost n&kterych antibiotik Ize ovlivnit zménou pH moéi, naptiklad rychlost vylu-

c¢ovani.

Clearance 1€ku je ovlivnéna funkci vylucovacich organti. Hydrofilni antibiotika jsou
vylucovana ledvinami. Pfi renélni insuficienci dochazi ke kumulaci a je zvySené riziko toxi-
city. Naopak pfi renalni hyperfunkci je riziko poddavkovani. Lipofilni antibiotika jsou me-
tabolizovana v jatrech. Ke zménadm clearance dochazi pfi zméné pritoku krve jatry,

pii funkénich zménach hepatocytl a pti zménéné vazbé na proteiny (Halacova, 2014).

1.3.2 Farmakodynamika
Farmakodynamika se zabyva popisovanim t¢inku Iéku na cilové struktury, kterymi

muzou byt bunky nebo receptory. Jelikoz se bavime o farmakodynamice antibiotik, cilem

jsou bakteridlni bunky (Benes, 2018).

Z ptedchoziho tématu jiz vime, Ze mame rizné Uc¢inky antibiotik na bakterie: subi-
nhibi¢ni (poskozuji bakteridlni buniky pouze v malé mife), bakteriostatické neboli inhibic¢ni
(zamezuji rust a Sifeni bakterie) a baktericidni (zptisobuji smrt bakterie). S témito tfemi ka-
tegoriemi uc¢inku souvisi parametry, diky kterym je plisobeni antibiotik popsano. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC, z angl. minimal inhibitory concentration) je nejnizsi koncen-
trace antibiotika, ktera je jest¢ schopna zamezit ristu ¢i mnoZeni bakterialni populace v la-
je méfena vystavenim bakterie riznym koncentracim antibiotika ¢i se méfi velikost inhibi¢ni
z6ny kolem antibiotického disku nebo koncentrace na stupnici E-testu. Minimalni antibak-

cvwr

trace, ktera je jeSté schopna zplsobovat strukturdlni zmény bakteridlni populace. MAC

2 BENES, JiFi. Antibiotika: systematika, vlastnosti, pouZiti. Praha: Grada Publishing,
2018. ISBN 978-80-271-0636-3.
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se v praxi nevysetfuje, jelikoz jeho stanoveni je pfili§ narocné, tak ma pouze teoreticky vy-

znam. Minimalni baktericidni koncentrace (MBC, z angl. minimal bactericidal concentra-

cvwvr

1.4 Nezadouci ucinky

Idealni 1ék by mél plisobit pouze na patogen a pro pacienta by nemél byt nikterak
toxicky. V redlném svéte, takovy 1€k neexistuje a vSechny 1éky, véetné tak antibiotika, mo-
hou mit celou fadu nezddoucich uc¢inki. Idealnimu antibiotiku se vzdalené blizi beta-lak-

tamy, ale i ty mohou mit nemalé¢ vedlejsi Gcinky, piedevsim alergické reakce.

Nezéadouci ucinky antibiotik mizeme rozd¢lit do tii skupin: rozvoj alergické reakce,

toxikologicka rizika a mikrobidlni ucinky, jako je vznik rezistence na 1éciva.

Mohou puisobit na télo jako antigeny nebo hapteny, ¢imz se stavaji cilovym mistem
pusobeni imunitniho systému. Nejcastéjsi nezadouci ucinky jsou horecky kviili precitlive-
losti na antibiotika, mohou se vyskytnout u jakéhokoli antiinfektiva. Casté jsou hematolo-
gické nezadouci ucinky jako leukopenie, anémie ¢i trombocytopenie, které mohou vyvolat
| beta-laktamova antibiotika. Aminoglykosidy mohou byt zodpovédné i za nékteré neurolo-
lova spasticita. Jako vétSina 1€k, tak 1 antibiotika, jsou spojena s nevolnosti a zvracenim.
Néktera mohou zpiisobovat hepatotoxicitu. Nefrotoxicky potencial maji aminoglykosidy po-

dobny a lisi se podle frekvence intravendzniho podani. (Cunha, 2001).

Jisté vedlejsi ucinky mohou souviset s genetickou zatézi. Naptiklad lidé s nedostat-
kem glukdza-6-fostat-dehydrogenazy maji sklony k hemolytickym reakcim po podani sul-
fond, sulfonamidd, nitrofurantoinu a nékterych antimalarik. Podobna nachylnost k hemolyze

hrozi i1 u jedinct s hemoglobinopatii (Benes, 2018).

Alergickeé reakce jsou velmi ¢astym vedlejsim nezddoucim ucinkem. Projevem mo-
hou byt kozni vyrazky jakéhokoli rozsahu. Nejnebezpecnéjsi je vSak anafylakticky Sok,
ktery mtize byt zptsoben naptiklad injekénim podanim jednoduchych betalaktamii (Votava,

2001).

Biologicky ucinek antibiotik znamena, ze ovliviiuji pfirozenou mikrofléru pacienta.
Hospitalizovani jedinci s poskozenou mikroflorou mohou byt osidlovani rezistentnéjSimi

a vice patogennimi, nemocni¢nimi bakteriemi, nez byla piivodni mikrofléra. Mize také dojit
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k namnoZeni ptivodni potencionalné skodlivé mikroflory, kterd byla udrzovana diky pfiro-

zené mikroflote v neSkodném mnozstvi (Votava, 2001).
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2 BETA-LAKTAMOVA ANTIBIOTIKA

2.1 Beta-laktamy

Beta-laktamov4 antibiotika v dne$ni dobé& piedstavuji nejvyznamné;jsi, nejpocetnéjsi
a nejvyuzivanéjsi skupinu antibiotik. Tvofi zhruba 60 % vSech produkovanych antibiotik.
Jiz ptes 2 miliardy let jsou produktem v piirod¢ voln¢ Zijicich bakterii a hub. Diky vysoké
aktivit¢ a minimalnimu vedlej$imu ucinku jsou to nejcastéji pouzivana antibiotika pro 1écbu
infek¢énich onemocnéni, mezi které mizeme zatadit i zavazné nemocni¢ni infekce. Jejich
klinicka uc¢innost je omezena v diisledku vyvoje mikroorganismu, ktera vede k nariistu rezi-

stence mikrobi na dané antibiotika. (Egorov et al., 2020)

Délime je do péti skupin: peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy
a inhibitory B-laktamaz. VSechny skupiny maji stejny mechanismus t¢inku, ktery je zalozen
na inhibici syntézy peptidoglykanu bunécéné stény s naslednou autolyzou buiiky. Rozdil
ve spektru ucinku je podminén rozdilnou afinitou k cilovym strukturam. Cilové vazebné
struktury jsou proteiny vazajici penicilin — PBPs (z angl. penicilin binding proteins). Dale
se od sebe odlisuji farmakokinetickymi vlastnostmi a odolnosti vii¢i rezistentnim mechanis-

mum (Kolafova, 2020).

2.1.1 Obecna struktura
Jak jiz bylo zminéno, beta-laktamova antibiotika se déli do ¢tyt skupin, jejichz spo-

lecnym zakladem je beta-laktamovy kruh (Vrancianu a kol., 2020), na ktery se mohou vazat
tf1 typy bicyklickych struktur. U penicilinli je spojen s thiazolidinovym kruhem, u cefa-
losporint Sesti¢lenny dihydrothiazin a u karbapenemi je bicyklicky systém doplnén o péti-
¢lenny pyrrolin. Monobaktamy, jak uz z nazvu vyplyva, jsou monocyklické systémy, takze

tam najdeme jen beta-laktamovy kruh bez jinych fuznich kruhovych struktur (Tooke et al.,
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2019). Na obrazku 1 jsou ukazany chemické struktury jednotlivych antibiotik se zelen¢ zvy-

raznénym beta-laktamovym kruhem.

H R H

R N

Y O T =

| "
OH

Peniciliny o Cefalosporiny o/ oH

H
R N. R,

> v

0 0 >
™

0
Monobaktamy Karbapenemy

Obrazek 1. Chemicka struktura 4 hlavnich trid beta-laktamui (Vrancianu et al., 2020), upraveno

S ohledem na molekulovou hmotnost se PBP déli do dvou zékladnich skupin — niz-
komolekularni a vysokomolekularni. Nizkomolekularni funguji jako karboxypeptidazy (od-
Stépuji jednotlivé aminokyseliny z karboxylového konce proteini ¢i peptidi), vysokomole-
kularni se déli na A a B. Do tfidy A spadaji bifunkéni enzymy sloZzené z transpeptidazové
a transglykosyldzové domény. Ttida B se sklada z transpeptidazy obsahujici dipeptidovou
doménu D-alanyl-D-alanin. Jedine¢ny soubor PBP pro kazdy bakterialni druh mtze obsa-
hovat az osm enzymt. U gramnegativnich bakterii mohou byt PBP typu PBPla, PBP1b,
PBP2 a PBP3, jejichz inhibice miiZze zastavit buné¢né déleni nebo zpusobit Iyzu bakteridlni

buiiky. (Vrancianu et al., 2020).

2.1.2 Mechanismus pusobeni
Z kapitoly o mechanismu plisobeni antibiotik vime, Ze beta-laktamova antibiotika

pusobi vyhradné baktericidné a zcela netoxicky pro lidsky organismus. Selektivni toxicita je

zpisobena absenci bunééné stény u lidskych bungk.

B-laktamy ovliviiuji syntézu peptidoglykanu v bunéénych sténach bunék. Konecny
transpeptidacni krok v syntéze peptidoglykanu umoziuji transpeptidazy znamé jako PBPs.
Tyto bilkoviny se od sebe odliSuji riiznou afinitou k vazbé na penicilin ¢i na jina B-laktamova

antibiotika. Koncentrace PBPs je individudlni pro rizné bakteridlni druhy (Shaku et al.,
2020; Nordmann 2012).
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Mechanismus spociva v priiniku antibiotika do buniky bud’ pomoci porinid u gramne-
gativnich bakterii ¢i pfimo u grampozitivnich bakterii. Diky podobnosti [B-laktamut
s D-alanyl-D-alanin je usnadnéna vazba na PBPs. Beta-laktamovy kruh se navaze na protein
umoziujici tvorbu peptidoglykanu, a tim znemoZzni kone¢nou transpeptidaci vznikajici pep-
tidoglykanové vrstvy, ¢imz dojde k naruseni syntézy bunééné stény. Za normalnich situaci
zpisobuji peptidoglykanové prekurzory pieuspotadani bunééné stény a diky tomu se spousti
aktivace autolytickych hydrolaz. Autolytické hydroldzy jsou enzymy, které se ucastni lyzy
buniky, ale mimo jiné i1 regulaci ristu bunécné stény a zvétsSuji pory buiky pro zabudovani
sekrec¢nich aparatti. Inhibici transpeptidace zpiisobi nahromadéni peptidoglykanovych pre-
kurzorti, ¢imz je spusténo traveni peptidoglykanu autolytickymi hydrolazami bez soucasné
produkce nového peptidoglykanu. Diky tomu se baktericidni ucinek beta-laktamt zvysuje
a tim se snizuje strukturalni celistvost bunécné stény, coz vede k lyze bunééného organismu

(Nordmann, 2012; VVollmer 2008).

2.2 Karbapenemy

Antibiotika specifickd svym Sirokym spektrem ucinku a nejvétsi antibakterialni ak-
tivitou ze vSech beta-laktamu proti vétSiné€ aerobnich i anaerobnich bakterii. Jsou to rezervni
antibiotika urcena k 1é¢bé tézkych nemocni¢nich infekci a jsou odolné proti €inku Siroko-
spektrych betalaktamaz typu ESBL, AmpC atd., naopak rezistentni jsou pro stafylokoky re-
zistentni k oxacilinu (MRSA) a enterokoky (Stefan, 2019; Ny¢, 2014). Diky svému Sirokému
spektru u¢inku byly leckde hojné pouzivany, coz s sebou nese vyznamna epidemiologicka
rizika selekce ptirozené rezistentnich bakterialnich druht, navozeni rezistence u pseudomo-
nad a acinetobakterii, a hlavné rozsifeni karbapenemdz (Kolafova et al. 2020). Bohuzel
v poslednich letech narGsta rezistence i u nékterych enterobakterii (kmeny produkujici kar-
bapenemazy — CPE) jako jsou napt. Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.
¢i Escherichia coli (Otakar Ny¢, 2014).

Vedlejsi a nezadouci ucinky karbapenemi jsou témet zanedbatelné a nejsou nikterak

vyznamné. Interakce s ostatnimi 1éky jsou téZ minimélni (Stefan, 2019).

2.2.1 Historie karbapenemii
V 70. letech byl americkou firmou Merck objeven prvni karbapenem thienamycin

jako produkt pudni bakterie Streptomyces cattleya. Tato latka zaujala svym silnym antibio-
tickym piisobenim, avSak diky své nestabilit€é nemohla byt vyuZzivana k Iékaiskym uceltiim.

V roce 1985 se vSak tymu védct povedlo jeji molekulu modifikovat a tim dali vzniknout
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Iéku s nazvem imipenem. Tento stabilni derivat se nazyva N-formimidoylthienamycin.
Ke konci dvacatého stoleti a na zacatku stoleti jednadvacéatého se na farmaceutickych trzich
objevily dalsi 1éky spadajici do skupiny karbapenemi — meropenem (1996), ertapenem
(2001) a doripenem (2007). Dalsi antibiotika podobna karbapenemiim ndm znamym byla
vyvinuta v Japonsku, ale neni pravdépodobné, ze by pronikla na evropsky ¢i americky trh

kvtli podobnym vlastnostem, co maji antibiotika dosud pouzivana. (Benes, 2018).

Strukturné se 1i$i od ostatnich beta-laktamti tim, Ze v heterocyklu je misto atomu
uhliku atom siry. Slovo karbapenem se sklada ze dvou ¢asti, karba — uhlik a penem — nena-
sycena forma penamu (sloZen z betalaktamového kruhu a néj piipojeného pentamerniho

kruhu) (Stefan, 2019).

Uskali imipenemu tkvélo v deaktivaci pomoci piirozené se vyskytujici dehydropep-
tidaze I, ktera je produkovana ledvinnymi tubuly. Tato nezddouci vlastnost byla vyfeSena
vyrobou cilastatinu, ktery je schopen tento enzym inhibovat a umoznit aktivitu imipenemu.
Cilastatin sdm o sob& nema Zadny antibioticky tcinek, slouzi jen k inhibici dehydropeptidazy
I. Naproti tomu metylhydrat imipenemu, meropenem, neni zddnym enzymem deaktivovan

a mize bat podavan samostatné stejnd jako ostatni karbapenemy (Stefan, 2019).

2.2.2 Struktura karbapenemii
Strukturné maji podobu penicilinti. Skladaji se z nenasyceného péti¢lenného kruhu

napojen¢ho na kruh beta-laktamovy. Rozdil mezi peniciliny a karbapenemy tvoii dvojna
vazba mezi C2 a C3 uhlikem misto siry na C1. Diky tomuto uhliku vynikaji karbapenemy
svym Sirokym spektrem U¢inku. Na beta-laktamovém kruhu maji trans-1-hydroxyethylovy
substituent namisto acylaminového. Tento postranni fetézec je prodlouzen pod rovinu beta-
laktamového kruhu a hraje roli v odolnosti vii¢i hydrolyze beta-laktamazami. Ackoli kar-
bapenemy rychle pieskupily serinové zbytky na beta-laktamazy, hydrolyza acylovaného en-
zymu je prili§ pomalda, protoze hydroxyethylova ¢ast vytésiiuje vodu, kterd je nezbytna
pro hydrolyzu. Proto se enzym stava neaktivnim. Metallo-p-laktamazy jsou zde vyjimkou,
protoze jejich aktivita nevyzaduje kovalentni vazbu s B-laktamem. Pozd¢ji vyvinuté kar-
bapenemy nejsou citlivé na hydrolyzu dehydropeptiddzou I, protoze jim byla ptidana
1-B-methylova skupina. Trans konfigurace na vazbé C5 a C6 zvySuje u€innost a napoméaha
rezistenci vuci beta-laktamazam. DalSim strukturnim rysem karbapenemd je kladné nabity
postranni fetézec v poloze 2 zpiisobeny bazickym aminem nebo amidinem, ktery se pii fy-

ziologickém pH protonizuje (E1-Gamal et al., 2017; Vrancianu et al., 2020).
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Obrazek 2: Jadra penamii (peniciliny), cefemii (cefalosporiny) a karbapenemii (obr.
1A) a nejdulezitej-si strukturni rysy karbapenemovych antibiotik (obr. 1B) (EI-Gamal
et al, 2017), upraveno

2.2.3 Imipenem
Jak jiz z ptedchozi kapitoly vime, imipenem byl prvni syntetizovany karbapenem, je

v lidském téle rychle rozklddan enzymem dehydroxypeptiddzou 1 kvali absenci
1-beta-methylové skuping, proto musi byt chranén inhibitorem tohoto enzymu, cilastatinem,
ktery se pfidava do 1éku v hmotnostnim poméru 1:1. Samotny cilastatin nema Zadny antibi-

oticky ucinek.

Lék imipenem je stabilni derivat od thienamycinu, ktery byl nestabilni, a pro 1é¢ivé
ucinky ho nebylo mozné pouzivat. Nestabilita thienamycinu byla zpiisobena mezimoleku-

larni interakci mezi azetidinonem a cysteaminem (El-Gamal et al., 2017).

Ma nejSirsi antibakteridlni aktivitu ze vSech antibiotik dostupnych pro systémové po-
uziti u lidi. Je ¢inny proti streptokokiim, meticilin citlivym stafylokokim, neisseriim, he-
mofilim, anaerobim a b&Znym aerobnim gramnegativhim nozokomidlnim patogeniim
véetné rodu Pseudomonas. (Hellinger, 1991). Ve srovnani se zbylymi karbapenemy je imi-
penem U¢inné&jsi na Enterococcus faecalis i na nékteré grampozitivni bakterie, naopak vyka-
zuje niz§i Gcinnost proti enterobakteriim, hlavné proti rodim Proteus a Morganella.
Proti bakteriim produkujicim inducibilni beta-laktamazy mé mensi inhibi¢ni u¢inek nez ce-

foxitin, ale vétsi nez meropenem nebo doripenem (Benes, 2018).
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Jako poc¢atecni monoterapie poskytuje imipenem ucinnou a dobte tolerovanou 1é¢bu
stiedné tézkych az tézkych infekci riznych télesnych systémi, véetné nitrobfisnich, porod-
nickych a gynekologickych infekci, infekci dolnich cest dychacich, kize a mékkych tkani,
mocovych cest, a také u bakteriémie a septikémie a u pacientt s febrilni neutropenii souvi-

sejici s malignitou (Buckley et al., 1992).

Podéni je intravendzni, probiha distribuce do tkéni a télnich tekutin. Je vylucovan
ledvinami, tudiz pti poruse ledvin musi byt jeho davka upravena. Polocas rozpadu je zhruba
jedna hodina, zvySuje se u pacientl s poruchami ledvin nebo pfi intramuskularnim podani

(Buckley, 1992; EI-Gamal et. al, 2017).

V klinickych studiich je obecné€ dobie snaSen jako ostatni beta-laktamové antibiotika.
Nejcastéjsi nezadouci u¢inky mohou byt nevolnost, zvraceni, prijjem, kozni vyrazky, zanét
povrchovych Zzil v misté vpichu, ptechodné zvyseni vysledkl jaternich testd ¢i eozinofilie.
U pacientii s poruchou CNS ¢i selhanim ledvin se vyskytly zachvaty pii neupravené davce
1é¢iva. Riziko zachvatu se prudce zvySuje se zvySujicimi se davkami, coz zdiirazituje nutnost
peclivé tpravy davkovani u pacientl s poruchou funkce ledvin. Vyhodou intramuskularniho
podani je absence nékterym nezddoucich uc¢inku jako je zanét povrchovych Zil v misté vpi-
chu a nevolnost, které jsou spojené pouze s intravaskularnim podanim (Buckley, 1992).

NH
HN—7

Imipenem

Obrazek 3: Struktura imipenemu (El-Gamal, 2017),
upraveno

2.2.4 Meropenem
Meropenem je druhym celosvétové zavedenym karbapenemem, ktery ma klinické

vyuziti od roku 1994. Je stabilni vi¢i inaktivaci lidskou dehydropeptiddzou a diky tomu
nevyzaduje soucasné podavani inhibitoru tohoto enzymu, cilastatinu. Stejné jako ostatni kar-
bapenemy ma Sirokospektry antibakterialni u€inek proti Sirokému spektru gramnegativnich,

grampozitivnich 1 anaerobnich bakterii, v€etn¢ B-laktamaz s rozSifenym spektrem uc¢inku
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(ESBL) a Enterobacteriaceae produkujicich AmpC. Studie in vitro zahrnujici izolaty od pa-
cientll na jednotkach intenzivni péce (JIP) ukazuji, Ze meropenem je ucinnéjsi proti vétsiné
gramnegativnich patogent nez jiné srovnavaci latky (v€etn¢€ imipenemu), ackoli ve srovnani
s imipenemem je meropenem méné Ucinny proti vétSin¢ grampozitivnich organismii (Hurst,

2000).

Prokazal dobrou in vitro aktivitu proti klinicky vyznamnym enterobakteriim (Citro-
bacter freundii, C. koseri, Enterobacter aerogenes, E. cloaceae complex, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Morganella morganii, Proteus mirabilis, P. vulgaris
a Serratia marcescens). Byl u¢inny proti ESBL a AmpC produkujicim enterobakteriim, pfi-
¢emz hodnoty MIC90 se ve srovnani s kmeny neprodukujicimi ESBL a AmpC nelisili téméf
vibec. Naopak slabou aktivitu vykazoval u meticillin/oxacilin rezistentnim stafylokokiim

a proti Enterococcus faecalis (Baldwin, 2008).

Jak jiz vime, meropenem je rezistentni proti vétSin¢ B-laktamaz, vcetn¢ ESBL
a AmpC, ale muze byt ovlivnén karbapenemazami jako jsou napiiklad metallo-f-laktamazy,
serinové karbapenemazy a oxacil-lindzy s karbapenemazovou aktivitou (Baldwin, 2008).
Rezistence vici f-laktamovym antibiotiklim zahrnuje nékolik mechanismt, véetné produkce
B-laktaméz, modifikace PBPs ziskdnim genu nebo zménou cilové struktury, regulace eflux-

nich pump a ztratou porinu vnéj$i membrany (Dhilon, 2018).

Meropenem je schvalen pro pouZiti u Sirokého mnozstvi zadvaznych (napft. bakterial-
nich sepsi, komplikovanych infekci nitrobfiSnich, komplikovanych infekci kiize a koznich

struktur, meningitid, pneumonie, febrilni neutropenie atd.) (Baldwin, 2008).

Dle védeckych studii ma meropenem ptiznivy bezpecnostni profil. Vyskyt neZzadou-
cich a¢inkl byl podobny jako u imipenemu a jako u 1€kt na bazi cefalosporinti a klindamy-
cinu, se kterymi byl srovnavan. Nej€ast&jsimi neZddoucimi t€inky hlaSenymi u meropenemu
byly prijem, vyrazka a nevolnost ¢i zvraceni (Linden, 2007). Jeho téméf nulovy sklon
k vyvolavani zachvati znamena, Ze je vhodny pro 1é€bu bakteridlni meningitidy a je jedinym

karbapenemem schvalenym pro jeji Iécbu (Baldwin, 2008).
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Meropenem

Obrdazek 4: Struktura meropenemu (El-Gamal, 2017), upraveno

2.2.5 Ertapenem
Ertapenem patii do tfidy karbapenemu ucinkujicim proti vétSin€é gramnegativnim,

grampozitivnim, anaerobnim i aerobnim bakteriim, je uc¢inny i proti bakteriim tvofici Siro-
kospektrou beta-laktamazu (ESBL, AmpC). Byl syntetizovan roku 2001. Od ostatnich kar-
bapenemi se lisi nizkou G¢innosti proti Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter species,
¢imz je jeho pouziti ur€eno spisSe pro 1é€bu komunitnich nez nozokomialnich nakaz. Diky
dlouhému poloc¢asu ucinku je vhodny pro pacienty v ambulantni nebo domaci péci (Benes,
2011). V Evropské unii je registrovan k 1écbé nitrobfisnich a gynekologickych infekei
¢1 komunitni pneumonie. Jinde ve svété, veetné USA, je jeste k tomu registrovan pro 1écbu
infekci klize a kozZnich struktur nebo pro UTI (Livermore, 2003). Je nejcitlivéjsi k tcinku
karbapenemaz, coZ je vyuzivano v diagnostice. Tato diagnostika ma vysokou senzitivitu,

ale malou specifi¢nost.

Molekula ertapenemu ma zaklad v molekule meropenemu, ke které je ptipojena ky-
selina benzoova. Podobn¢ jako meropenem ma na 1. uhliku v péti¢lenném fetézci metylovou
skupinu, ktery ho chrani pfed rozkladem dehydropeptidazou produkovanou ledvinovymi tu-
buly. Hydroxyethylova skupina, jez je pfipojena k betalaktamovému kruhu, zajiStuje
ochranu proti vétsSingé beta-laktamazam (Benes, 2011). V disledku téméf stejného slozeni
molekuly s meropenem, tak stejn¢ i ertapenem nejlépe vaze PBP2 u Escherichia coli, poté
PBP3, ale dobrou afinitu ma i k PBP1a a PBP1b. Rozdily propustnosti pro porovnani erta-
penemu a meropenemu nebyly zaznamenany, ale z logiky véci vyplyva, ze ertapenem jako
vetsi a negativné nabitd molekula nejspisSe prostupuje gramnegativnimi bakteriemi pomaleji

(Livermore, 2003).
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Podani ertapenemu je shodné jako u ostatnich karbapenemd, intravendzné ¢i intra-
muskularné, vsttebavani oralni cestou je zanedbatelné (Curran, 2003; Benes, 2011; Liver-

more, 2003).

Vylu€ovani ertapenemu je z 80 % moci (ledvinami), a z 10 % stolici. U pacientti
s poruchou ledvin by méla byt denni davka antibiotika upravena, aby nedoslo k akumulaci

Vv organismu.

Stejn¢ jako ostatni karbapenemy, tak i ertapenem nemél téméi zadné nezadouci
ucinky. U vétsiny pacient s komplikovanymi infekcemi po intravendéznim podanim byly
vedlejsi ucinky mirné az stfedni. Nejéastéji byl hlaSen prijem, nevolnost, bolest hlavy, va-
ginitida, zdnét povrchovych zil a zvraceni. Po intramuskularnim podani byly nezadouci
ucinky témét nulové, byly hlaSeny lokalni pfiznaky v misté vpichu, jako je precitlivélost,

bolest ¢i krevni vyrony. Zachvaty byly hlaSeny vzacné. (Keating, 2005; Pramod, 2003).

.

Obrdazek 5: Struktura ertapenemu (El-Gamal, 2017), upraveno

Ertapenem

2.2.6 Doripenem
Doripenem je Sirokospektré antibiotikum s podobnou t¢innosti jako ostatni karbape-

nemy. In vitro aktivitou proti grampozitivnim bakteriim je podobny imipenemu a proti gram-
negativnim bakteriim meropenemu. Rozdil od ostatnich karbapenemti tkvi ve vynikajici ak-
tivité proti Pseudomonas aeruginosa, protoze je odolngjsi proti kmentim, které jsou schopny

zvySovat svou resistenci pomoci modifikace porinti (So Won Kim, 2018).

Byl schvélen americkym Ufadem pro kontrolu potravina 1é¢iv (FDA) roku 2007
pro 1écbu komplikované nitrobfisni infekce a infekce mocovych cest (Paterson, 2009). Pu-
vodné byl registrovan pro zemé evropské unie, v Ceské republice v§ak nikoli. Na zadost

vyrobce byla jeho registrace v evropské unii zrusena v roce 2014. Ditvod neni zcela znam,
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ale bylo to nejspiSe v souvislosti se zvySenou mortalitou pacientd na doripenemu pro 1écbu

ventilatorové pneumonie (Benes, 2018).

Doripenem

Obrazek 6: Struktura doripenemu (EI-Gamal, 2017), upraveno

2.3 Karbapenemy s inhibitory

Tazobaktam, kyselina klavulanova ¢i sulbaktam jsou starsi inhibitory B-laktaméz.
Podporuji aktivitu B-laktami proti nékterym enterobakteriim, které produkuji B-laktamazy
tiidy A. Bohuzel vSak nemaji zadnou aktivitu proti karbapenemazam a ani proti enzymim
ttidy C, vcetné AmpC. Proto byly vyvinuty nové inhibitory B-laktamaz, relebaktam a vabor-
baktam, které jsou schopny nicit 1 karbapenem-rezistentni gramnegativni bakterie. Jsou
to prvni inhibitory, které byly vyvinuty pro pouziti s imipenemem a meropenemem. Oba dva

prokazuji in vitro aktivitu proti beta-laktamazam tiidy A (napt. KPC) a beta-laktamazam

ttidy C (napt. AmpC) (Zhanel, 2017).

2.3.1 Imipenem — Relebaktam
Piesngji imipenem/cilastatin/relebaktam je intravendzné podavané 1éCivo, které je

slozeno z kombinace imipenemu, cilastatinu, inhibitoru renalni dehydropeptidazy-I, a inhi-
bitoru B-laktamaz relebaktamu. Relebaktam je inhibitor pro beta-laktamazy t¥idy A a C,
ktery dava imipenemu schopnost piisobit proti kmentim necitlivym na imipenem/cilastatin.
Tato trojkombinace 1éCiva je schvalena pro uzivani v USA a EU k 1é¢bé nozokomialnich

infekci (Heo, 2021).

Relebaktam nema sdm o sob¢ Zadnou antibakteridlni aktivitu, slouzi pouze k ochran¢
imipenemu pied beta-laktamazami tfidy A a C. Imipenem nechrani pfed metalo-f3-laktama-

zami tfidy B ani proti oxacilinazdm ttidy D. Jeho aktivita tkvi ve snizovani MIC imipenemu
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dva az stodvacetiosmindsobn¢ proti ESBL nebo KPC produkujicim enterobakteriim (Heo,

2021).

Pouziva se pro 1é€bu komplikovanych nitrobfisnich infekci ¢i infekci mocovych cest
(Campanella, 2020). Tato trojkombinace je vhodna i k 1é¢b¢ infekci zptsobenych Pseudo-

monas aeruginosa rezistentnich ke karbapenemtim (Lob, 2019).

2.3.2 Meropenem — vaborbaktam
Meropenem — vaborbaktam byl prvni kombinaci karbapenemu s novym cyklickym

inhibitorem beta-laktamaz na bazi kyseliny boronové. Kombinace meropenemu a vaborbak-
tamu byla vybrana z divodu Sirokospektré in vitro aktivité, velkému bezpecnostnimu profilu
a velké G¢innosti v 16¢bé gramnegativnich infekci tohoto karbapenemu. Tato dvojkombinace
prokazala silnou in vitro aktivitu proti gramnegativnim patogeniim produkujici karbapene-

mazy, hlavné Klebsiella pneumonie (Wenzler, 2020).

Vaborbaktam byl diive kombinovan s biapenemem, coz je karbapenemem uvadény
na trh v Japonsku. Ve srovnani s meropenemem vykazuje biapenem stabilitu viici nékterym
B-laktamazam tfidy B a D. Tato kombinace neni na trh uvadéna z diivodu lepsich bezpec-
nostnich vysledki meropenemu a problémem registrace biapenemu v ostatnich zemich (Zha-

nel, 2018).

Je schvélen k 1é€bé komplikovanych infekci mocovych cest véetné pyelonefritidy,
pneumonii, véetné pneumonie spojené s ventilatory, pro 1écbu komplikovanych nitrobfisnich

infekci a bakteriémie (Bhavnani, 2022).
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3 REZISTENCE NA ANTIBIOTIKA

Rezistence antimikrobiélnich latek je velky problém v humanni medicing, veterinarni
medicing ale i v zeméd¢lstvi. Byl prokazan vztah mezi nespravnym uzivanim antibiotik
a narustajici rezistenci bakterii. Masivni zneuzivani antibiotik pfi chovu zvifat ve veterinarni
mediciné vede k rozvoji rezistentnich kment, které se mohou §ifit i na lidskou populaci (Ste-

fan, 2019).

Zakladni prevence vzniku a §ifeni rezistence tkvi v omezeni uzivani antibiotik (davka
1é¢iva by méla nékolikanasobné prevysovat MIC dané bakterie), zkraceni délky uzivani 1¢-
¢iva a prevenci Sifeni nozokomialnich ndkaz. Vhodna kombinace n¢kolika antibiotik muze
také snizit riziko vzniku rezistence, coz neplati vSeobecné€, nespravnd kombinace 1€¢iv nao-

pak miize ke vzniku rezistence piispét (Stefan, 2019).

U nékterych bakterii se nachazi pfirozena rezistence na antibiotika, kterd je dana
strukturou jejich bunky nebo metabolismem. Mame nékolik diivodt pfitomnosti pfirozené
rezistence, napt. buika nema transportni systém, ktery by byl schopen dopravit antibiotikum
do buiiky, nebo se v buiice nenalézd cilova struktura, na kterou antibiotikum ptsobi,
nebo maji bunéénou sténu nepropustnou pro dany druh 1é¢iva. Déle miiZze bunka pfirozené
produkovat beta-laktamazy nebo muze jit o aktivni transport antibiotika z bunky, tzv. eflux
(Schindler, 2014; Stefan, 2019).

Velkym problémem pro budoucnost antibiotik je ziskana rezistence antibiotik, kdy
se pivodné citlivé bakterie po ¢ase stavaji rezistentni. Ziskana rezistence miiZze byt geneticky
podloZena mutaci ¢i pfenesenim genu pro rezistenci pomoci plazmidu nebo transpozomu

(Votava, 2005).
3.1 Mechanismy rezistence

3.1.1 Enzymaticka inaktivace
Jedna se o velmi Casty typ rezistence. Dochazi k ni v pfipadé, Ze molekula antibiotika

byla rozstépena nebo k ni byla ptipojena postranni skupina (Benes, 2018). Tento typ Sifeni

24

je horizontalni pfenos.

Typickym ptikladem enzymatické inaktivace je produkce beta-laktamaz, které maji

schopnost inaktivovat beta-laktamy. Jejich funkce spociva ve §tépeni amidové vazby beta-
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laktamového kruhu. Beta-laktamazy se podle Amblera klasifikuji do Ctyt tfid podle amino-
kyselinové struktury oznaovanych jako A, B, C a D. Zatimco aktivnim mistem tiid A, C
a D je serin, u tfidy B je to metalo-B-laktamaza. Funk¢ni rozdéleni podle K. Bush je do tii
skupin, na cefalosporindzy, serinové betalaktamazy (penicilindzy a cefalosporinazy) a me-
talo-p-laktamazy (MBLs). Serinové betalaktamazy jsou jako jediné inhibovany kyselinou
klavulanovou. Beta-laktamazy s rozsitenym spektrem ucinku (ESBL) jsou enzymy produ-
kované bakteriemi, které jsou schopny hydrolyzovat peniciliny a cefalosporiny s rozsifenym
spektrem plusobnosti. AmpC jsou chromozomalni beta-laktamézy rezistentni proti cefa-
losporiniim a inhibitorim beta-laktamaz s kys. klavulanovou, sulbaktamu a tazobaktamu,
naopak inhibitory jako avibaktam, relebaktam a vaborbaktam proti nim zlstaly G¢inné. Kar-
bapenemdazy produkovany gramnegativnimi organismy byly vzacné, ale jejich vyskyt se
v poslednich letech v Ceské republice razantng zvysil. V celosvétovém méfitku zaznamena-

vame zvySeny vyskyt Vv poslednich dvou desetileti. (Lai, 2022; Bush, 2010).

Istant isolat e

percentage

Obrazek 1: Rezistentni izolaty Klebsiella pneumoniae na karbapenemy (Survaillance Atlas
of infectious disease)

3.1.2 SniZena intracelularni koncentrace
Miize nastat naptiklad diky sniZeni propustnosti. To mlze byt v disledku odlisné

stavby bunck gramnegativnich a grampozitivnich bakterii. Gramnegativni bakterialni buniky
maji zevni membranu tvoienou z pevné vazanych lipopolysacharidi, ktera funguje jako ba-
riéra. Molekuly hydrofilnich latek se do buiiky dostdvaji pomoci porinti, kterych si kazda
bakterialni bunika vytvari n€kolik druhfi. Rychlost priniku antibiotik do bakterialni burnky je
zavisla na poctu a vlastnostech téchto kanalki. Omezeni vstupu antibiotik ptes poriny spo-
¢iva v omezeni mnozstvi ptisluSnych porind, kterymi prochazi antibiotikum, nebo jejich zu-
Zeni ¢i zménou naboje v kanalcich. Obecné plati, Ze ¢im vétsi je molekula antibiotika, ¢im
je negativnéji nabitd a ¢im vétsi je stupen hydrofobicity, tim mensi je pravdépodobnost,

ze pronikne vnéjSi membranou do bunky. Ke snizeni nebo ztraté porinti Casto dochazi
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u klinickych izolath a vysledkem je mnohonasobné rezistence vi€i antibiotikim (Benes,

2019; Lai 2022).

K odstraniovani nezadoucich latek z cytoplazmy jsou vyuzivany efluxni systémy.
Skladaji se z energeticky zavislych membranovych transportnich systémii, které¢ odcerpavaji
molekuly z cytoplazmy i proti koncentraénimu gradientu. Jejich omezeni spo¢iva v omezené
kapacité, za jednotku Casu dokéazi vypumpovat jen urc¢ité mnozstvi molekul (Benes, 2018,

Lai, 2022).

Dalsim zptisobem pro sniZeni koncentrace 1é¢iva v burice je zména cilového mista,
lické drahy. Zmény mohou nastat naptiklad na ribozomech, na prekurzoru bunééné stény,
na PBPs a v enzymech pro replikace DNA. (Aurilio, 2022). Ochrana ribozomtl je zprostied-
kovana proteiny chranicimi ribozomy (RPP). Tyto RPPs chrani ribozom pied plisobenim

tetracyklinu tim, Ze rusi vazbu tetracyklinu na ribozom (Lai, 2022).

3.2 SiFeni rezistence

Rezistence je geneticky podminéna a dédi se stejné jako ostatni genetické informace.
Mame dva druhy Sifeni: klonalni (vertikalni), z matefskych bun¢k na dcetiné, a horizontalni,
které je zalozeno na pfenosu genetické informace mezi klony, riznymi druhy, rody
nebo taxonomickymi utvary. Horizontalni Sifeni se mlzZe uskutec¢nit tfemi zptsoby. Kon-
jugact, coz je ptimy pienos genetické informace z jedné bakterialni buiikky do druhé pomoci
specidlniho vybézku cytoplazmy. Transdukci, kde je pfenos informace zprostiedkovan vi-
rem, bakteriofagem. Transformaci, kde bakterie dostavaji informace pfimo z okolniho pro-

stiedi, nejcastéji z uhynulych bakterii (Benes, 2018).

Horizontalni §ifeni rezistence mliZe byt zprosttedkovano mobilnimi genetickymi ele-
menty, plazmidy a transpozony. Transpozony v buiice pfesouvaji a pieskupuji chromozo-
malni DNA, mohou se pfesouvat v ramci chromozomu, ale i mezi bakterialnimi bunikami
pomoci plazmida (Frost, 2005). Plazmidy jsou malé extrachromozomalni tseky DNA na-
chézejici se v cytoplazmé. Buiikky mohou vyuzivat plazmidovou DNA jako vlastni DNA,

ale mohou se také plazmidii lehce zbavit (Benes, 2018).
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3.3 Rezistence na karbapenemy

Rezistence na karbapenemy je u nékterych rodii vrozena. Rezistence ke karbapene-
mum neni Castd, ale zvySuje se zachyt invazivnich izolatli. Zatimco grampozitivni bakterie
jsou rezistentni ke karbapenemiim diky mutacim zptisobujicim zmény PBPs, tak gramnega-
tivni bakterie vyuzivaji jiné mechanismy, naptiklad snizeni propustnosti zevni membrany,
efluxem nebo produkci karbapenemaz. Karbapenemazy $tépi vSechny druhy beta-laktamii.
Mezi bakterie nejcastéji produkuji ziskané karbapenemazy patii napi. Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter species, Citrobacter species, Acinetobacter species
a Pseudomonas aeruginosa. Nejcast¢jsimi karbapenemazami jsou KPC (Klebsiella pneumo-
niae carbapenemase) a NDM-1 (New Delhi metallo-beta-lactamase). Bohuzel, v poslednich
letech dochazi i u nés k zvySeni vyskytu téchto karbapenemaz. Vyskyt ve zdravotnickych
zatizenich k ¢asné kontrole Sifeni vyzaduje naléhava opatieni, jako je spravna identifikace
typu rezistence a dislednd izolacni opatieni u pacienta. Bakterie rezistentni na karbapenemy
jsou Casto rezistentni 1 na ostatni nepfibuzna lé€iva. Ve vysoce ndkladné terapii se ¢asto po-
uziva kolistin jako 1é¢ivo posledni zéchrany a novéjsi karbapenemy spolecné s inhibitory

(Stefan, 2019; Meletis 2015).

3.3.1 Karbapenem-rezistentni enterobakterie
CRE jsou enterobakterie, které maji ziskanou rezistenci k nejméné jednomu karbape-

nemu (napi. epidemiologicky vyznamna produkce karbapeneméz). CRE tvofi heterogenni
skupinu patogenti s mnoha potencidlnimi mechanismy rezistence, které se obecné¢ déli na ty,
které produkuji karbapenemazy, a ty, které karbapenemazy neprodukuji. Fenotypové testy,
biochemické testy, jako je modifikovanid metoda inaktivace karbapenemti (napi. komeréni
test Carba NP) a imunochromatické testy, mohou pomoci rozlisit CRE produkujici karbape-
nemazu a CRE neprodukujici karbapenemézu. Molekularni testy mohou identifikovat spe-

cifické rodiny karbapenemaz (Tamma, 2021).
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4 ENTEROBACTERIACEAE

Nejvetsi Celed’ gramnegativnich ty¢ek. Zahrnuje pies 53 rodu a stovky druhi bakte-
rii. Enterobakterie jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni tyC€inky nenaro¢né na kulti-
vaci. Vyskytuji se pfirozené v zazivacim traktu ¢lovéka i zvitat, s jejich vykaly se dostavaji
do pady a odpadnich vod, tudiz jejich ptfitomnost v zivotnim prosttedi je diikazem fekalniho

znecisténi (Kolatrova et al., 2020; Jindrak 2014; Schindler, 2014).

4.1 Charakteristika

Jsou to bakterie katalaza-pozitivni, oxidaza negativni, jsou biochemicky aktivni, ne-
vytvareji spory, redukuji nitraty a fermentuji glukézu. Optimalni teplota pro jejich rist je
37°C. Az na klebsiely, yersinie a shigely jsou vSechny enterobakterie pohyblivé, tudiz maji
jeden ¢i vice bicikd. Na jejich povrchu se nachéazeji fimbrie (pili) slouzici bud’ k ptilnuti
ke specifickym receptoriim, nebo k vyméné informaci pomoci horizontalniho pfenosu

(Kolarova et al., 2020; Jindrak 2014).

Antigenni struktura spadd do OHK systému. Lipopolysacharid nachézejici se na bu-
nécné stén¢ nazyvame jako O antigen a je termostabilni. Ten se sklada ze tii ¢asti: vnéjsi
somaticky O polysacharid vyznamny pro klasifikaci kmenti a pro epidemiologické ucely,
core polysacharid pfitomny u vSech enterobakterii a lipid A, endotoxin vSech enterobakterii.
H antigen je tvofen bic¢iky bunky, tudiz se nachazi pouze u pohyblivych druhi. K antigeny
jsou termolabilni a jsou dvojiho druhu, kapsularni a antigeny fimbrii (Holt, 2022; Kolafova

et al., 2020; Schindler, 2014).

4.2 Laboratorni diagnostika

Bakterie rostou v termostatu pii 37°C na béznych kultivacnich pidach. K selekci mi-
krobli se pouzivaji pldy s obsahem laktézy a pH indikatorem, coz je MacConkeyho
nebo Endlv agar. Inhibitor riistu bakterii v Endové agaru je bazicky fuchsin, inhibitor
pro stépeni laktozy je Schiffovo €inidlo, coZ je bazicky fuchsin odbarveny sifi¢itanem sod-
nym. Bakterie, které $té€pi laktdzu, zde rostou v rudych koloniich, kolikrat se zlatozlutym
kovovym odleskem, pida okolo nich se také barvi docervena. Obarveni nastava diky pfi-
tomnosti sific¢itanu, kvili kterému se pii metabolismu laktozy hromadi v piid€ acetaldehyd,
ktery reaguje se Schiffovym ¢inidlem za vzniku rudého zbarveni. Bakterie nestépici laktozu
zde rostou v bezbarvych, prisvitnych koloniich. Pohyblivé kmenu rodu Proteus se po po-
vrchu Endova agaru plazi. MacConkeyho agar obsahuje laktézu a téz rozliSuje bakterie
na Sté€pici a nestépici laktozu, zde je indikatorem neutralni Cerven. Laktdzu Stépici kmeny
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zde rostou v rizovych ¢i az Cervenych koloniich, jejich okoli miize byt zabarveno do rizova.
Kmeny laktézanegativni jsou opét v bezbarvych koloniich. Salmonely mohou byt diagnos-
tikovany diky produkei sirovodiku na XLD a DC ptdach. K druhové¢ identifikaci se vyuziva
metoda MALDI-TOF MS (Kolafova et al., 2020; Votava, 2005).

4.3 VySetieni citlivosti bakterii k antibiotikim

Vysetieni citlivosti na antibiotika miizeme provést bud’ kvantitativné ¢i kvalitativné.

Kyvalitativnim vysetfenim je deskova difuzni metoda, kterd umoziuje stanoveni cit-
livosti k Sirokému spektru antibiotickych 1é¢iv. Tudiz diky nému miiZeme stanovit, zda je
dany mikrob citlivy ¢i nikoliv. Je soucasti rutinni diagnostiky, je levna, rychlé a jednoducha
na provedeni. Umoziuje vysetfit velké mnozstvi mikrobli na pestrou Skalu antibiotik
(Kolatova et al, 2020). Agarova plotna se rovnomérné naockuje suspenzi mikrobti, rozlozi
se na ni antibiotické disky a nechéd se inkubovat 18-24 hodin pii 37 °C. Vyuziva se tu
tzv. fenoménu inhibi¢ni zony, ten spociva v tom, Ze dany mikrob, citlivy na dané antibioti-
kum, okolo disku s antibiotikem neroste. Kolem diskl se vytvofi zony inhibice rustu bakte-
rie. Poté se tato zona zm¢éfi, obvykle v milimetrech (Schindler, 2014; Votava 2005). Vyhod-
noceni spoc¢iva v porovnani inhibi¢ni zény s tzv. breakpointy, coz jsou koncentrace antibio-
tika odd¢€lujici citlivé a rezistentni bakterie arbitrarné stanovené dohodou odbornych spolec-
nosti (v Evropé zaveden spolecnosti ECDC dle pravidel skupiny EUCAST). Veskera roz-
mezi breakpointil Ize dohledat na internetovych strankach EUCAST. Pokud je inhibi¢ni zona
veétsi, nez breakpoint je bakterie oznacena za citlivou, rezistentni je v pfipadé, ze mikrob

utvoril mensi inhibi¢ni zonu (Kolarova et al, 2020; Urbaskova, 2010).

Obrazek 8: Diskova difuzni metoda (Giske,2017)
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Dilu¢ni metoda je naopak kvantitativnim vysetfenim, tudiz slouzi ke zjisténi miry
citlivosti nebo rezistence. Test se provadi v serologickych mikrodestickach, jejichz jamky
jsou vyplnény médiem s obsahem stoupajici koncentrace danych antibiotik. Jehlovym ino-
kulatorem se bakteriemi naockuji dilky a nechaji se inkubovat. Po inkubaci se prohlédne
zakal jamek. V pfipadé, ze v jamce nevznikne zékal, antibiotikum inhibovalo v dané kon-
centraci rust bakterii. Nejniz$i koncentrace antibiotik v jamkach, ktera jesté zabranila ristu
bakterii, se oznacuje jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) (Schindler, 2014; Votava

2005).

o 24

o0 papirovy prouzek, ktery je nasycen antibiotickou latkou ve vzestupné koncentraci, ktera je
vyznacena na prouzku. Prouzek se pokladd na naockovanou ptidu. Po inkubaci se na misce
utvoii inkubacéni zdéna ,,slzickového* tvaru a odecita se hodnota, ke které saha Spicka slzy

(Schindler, 2014; Votava 2005, Kolarova et al, 2020).

Obrazek 9: E-test (Sader, 1994)

4.3.1 Detekce beta-laktamaz
Pro snadnou a rychlou identifikaci producentii karbapenemaz u enterobakterii bylo

komer¢n€ uvedeno na trh velké mnoZzstvi riznych testli. Velmi rozsifeny je napfi. bioche-
micky test vytvoreny Nordmannem a spol. (Carba NP test). V tomto testu jsou vyuZivany
izolované bakterialni kolonie a jeho principem je in vitro hydrolyza imipenemu. Jako indi-
kator je zde pouzita fenolova Cerven, ktera zjistuje produkci karbapenemaz na zaklad¢ po-
klesu pH, pfi které tento indik4tor zmeéni barvu z Cervené na oranZovou nebo zlutou. Jelikoz
zitivnich vysledkli. Touto metodou mohou byt detekovany karbapenemazy vSech skupin.

Tento test neni nijak ¢asoveé narocny, trva cca dveé hodiny (Nordmann, 2012).
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K detekci karbapenemdz v Nemocnici na Homolce se vyuzivd imunochromatogra-
ficky test CARBA 5 od firmy NG-biotech, ktery je schopen detekovat az pét riznych kar-
bapenemaz Vv bakterialnich koloniich, jedna se o KPC, OXA-48 like, IMP, VIM a NDM.
Soucasti sady je extrakéni pufr, ktery se pouziva jako roztok lyzujici bunky po smichani
s kolonii. Mys$i monoklonalni protilatky jsou imobilizovany na testovacich zénach v nitro-
celulézové membrané (K pro KPC, O pro OXA, V pro VIM, | pro IMP a N pro NDM). Test
spoc¢iva v nakapani vzorku smichanym s extrakénim pufrem do kazetkové jamky. Vzorek
migruje diky kapilarnim silam ke konjugacni podlozce a v pfitomnosti dané karbapenemazy
reaguje s mysimi monoklonalnimi protilatkami imobilizovanymi v testovacich zoénach. Test
obsahuje kontrolni prouzek C, ktery je tvofen znaCenym streptavidinem a monoklonalnimi
protilatkami. Ty reaguji s biotin-BSA a kozimi polyklonalnimi protilatkami imobilizo-
vanymi na membrané namifené proti mySim monoklonalnim protilatkdm. Vzorek je pozi-
tivni v piipadé, ze se objevi Cerveny prouzek v kontrolni zé6n€ C a v jedné nebo vice testo-
vacich zénach. V ptipad¢ negativity se objevi Cerveny prouzek jen v misté¢ kontrolni zény
C. Pokud se neobjevi prouzek v oblasti kontrolni zény C, test je neplatny. Test neni nijak

¢asove narocny, vysledek je do 20 minut (Hardy Diagnostics, 2019).
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h Obrdzek 10: Neplatny test CARBA 5
VIM (Hardy Diagnostics, 2019)
Positive

Obrazek 11: Pozitivni a negativni test CARBAS
(Hardy Diagnostics, 2019)

Karbapenemazy je mozné predb&zné urcit pomoci fenotypovych testii jako je napfi-
klad prukaz metalo-p-laktamaz ¢i prikaz KPC, poptipadé 1ze vyuzit k jejich detekci i mole-
kularné-mikrobiologické techniky (PCR, mikrocCipy). Tyto testy ale slouzi pouze jako do-
plitkové a jejich negativni vysledek nesmi byt povazovan za vylouceni produkce karbapene-
mazy (Véstnik ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky, 2012). Fenotypovy prikaz MBL

je provadén na zdkladé synergie chelatorti kovovych iontl (napt. EDTA) a imipenemu,

46



meropenemu a ceftazidimu. Fenotypovy prikaz KPC je zaloZen na schopnosti n¢kterych
latek inhibovat tyto enzymy. Jedna se predevsim o kyselinu fenylboritou a jeji derivaty (Hra-

bak, 2011).

K detekci karbapenemaz se vyuziva i hmotnostni spektrometr MALDI-TOF. Umoz-
nluje zobrazovat latky 1 o velmi malé molekulové hmotnosti. Tato metoda je navrzena k ru-
tinni praxi, tudiz neni nijak naro¢na ani financné nakladna. Tato metoda umoziuje detekci
molekul karbapenemu, jeho degradacnich produktt nebo jeho soli, podle ¢ehoz zjisti i ne-
zjisti pfitomnost karbapenemaz. Za producenta karbapenemazy mtizeme povazovat kmen,
ve kterém se nachdzi alespon jedna molekula jeho degrada¢niho produktu (Hrabak, 2012).
MALDI-TOF dokaze detekovat celou fadu enzymii vSech tfid, a to véetné karbapenemaz
ze skupiny D (Hrabdk, 2013). I pfes cenovou a casovou nenarocnost ma metoda i jista ome-
zeni, kterd tkvi v jisté odborné znalosti pro interpretaci vysledného spektra a nemoznosti
identifikace typu enzymu. Proto by i tato metoda méla byt doplilovana genetickymi testy

(Hammoudi, 2014).

4.4 Vyskyt karbapenemaz u pacienti v nemocni¢ni péci

V dnesni dobé dochdzi k vyznamnému nartistu Sifeni rezistentnich gramnegativnich
bakterii v mnoha zemich celého svéta. CPE maji zasadni vliv na 1écbu jimi zpisobenych
onemocnéni. NejCastéji se setkavame s piislusniky Celedi Enterobacteriaceae a s druhy
Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter baumannii. Nejvyznamnéj$im typem rezistence
je produkce karbapenemaz, které jsou schopny hydrolyzovat beta-laktamova antibiotika.
Mezi nejvice zaznamenavané druhy rezistence patii enzymy Klebsiella pneumoniae car-
bapenemase (KPC) a metalo-beta-laktamazy u enterobakterii. (Hrabak, 2008). V poslednich

letech se §ifi hojné 1 karbapenemazy typu oxacilinaz.

Z dtvodu epidemickych epizod vyskytu CPE v nemocni¢nich zafizeni a z divodu
jejich rozsifeni do vice zdravotnickych zafizeni je v Ceské republice od roku 2016 patrny
narist vyskytu CPE. I pfes to je jejich vyskyt v CR nizky oproti jinym evropskym statim.
V predeslych letech byly nalezy KPC ve spojeni s importem ze zemi s vysokym vyskytem

tdchto enterobakterii, v poslednich letech dominuje spise lokalni pfenos (Zemli¢kova, 2020).

Stejné jako k nértistu komunitnich onemocnéni tak i k rozsifeni rezistence na kar-
bapenemy pomahaji mezindrodni konflikty, které podporuji migraci obyvatelstva ¢i sniZe-
nou starost o rizikové faktory, vyjimkou neni ani vojensky konflikt na Ukrajing. K rozsifeni
tohoto typu rezistence prispéla i celosvétova pandemie COVID-19.
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V Ceské republice byl prvni zjiitény vyskyt CPE v roce 2009. Od roku 2018 je u nas
vyskyt regionalni. Od roku 2015 do roku 2018 je znatelny rostouci trend ve vyskytu CPE,
z ¢ehoz se da odvozovat i narlst 1 v nastavajicich letech az po soucasnost. V roce 2018
nahlésilo 37 zG€astnénych zemi piipady CPE, zatimco v roce 2015 tfi zem¢ jesté neidentifi-
kovaly ani jeden piipad. Celkem 11 zemi hlasilo vys$$i epidemiologicky stupenn CPE
nez v roce 2015, 25 zemi nepopsalo zddnou zménu a jedna zemé hlésila po zvladnuti ne-
mocni¢niho ohniska zlepSeni epidemiologické situace CPE. Nejhorsi situace v rozsifeni re-

zistentnich enterobakterii je v jizni a v jihovychodni Evropé (Brolund, 2019).

A :

Epidemiological stages f

mm Sporadic occurence (Stage 1)

%
1 Single hospital outbreak (Stage 2a)
mm Sporadic hospital outbreaks (Stage 2b) {
mm Regional spread (Stage 3) 4
= Inter-regional spread (Stage 4)
mm Endemic situation (Stage 5) ‘
== Countries not participating ‘

ﬂ Luxembourg

I -
Adminisirative boundaties: R/(I\
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Obrazek 12: Epidemiologicka situace enterobakterii produkujicich karbapenemazy
(Brolund, 2019).

48



A. Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) B. Oxacillinase-48 (OXA-48)
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C. New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM) D. Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase (VIM)
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B No case reported (Stage o) W Regional spread (Stage 3)
Sporadic occurence (Stage 1) I Inter-regional spread (Stage 4)

Single hospital outbreak (Stage 2a) B Endemic situation (Stage s)

Obrazek 13: Enterobakterie produkujici karbapenemdzu v Evropé (Albiger, 2015)

4.5 Podrobnéjsi charakteristiky klinicky vyznamnych rodu

45.1 Escherichia coli
Je nejvyznamnéjSim zastupcem rodu Escherichia. Ptirozené se vyskytuje v gastroin-

testindlnim traktu savci véetné Cloveéka. Jak jiz bylo feceno vyse, jeji piitomnost v Zivotnim
prostiedi znaci fekalni zneciSténi. VéEtSina kment je nepatogennich a ¢lovéku prospésna,
jeji pfitomnost ve stievech je dllezitd napiiklad pro syntézu riznych vitamind a chrani or-
ganismus pied kolonizaci riznymi patogennimi bakteriemi. AvSak nékteré jeji kmeny mo-
hou vyvolat onemocnéni diky pfitomnosti gentl, které maji schopnost kodovat faktory viru-

lence. Kultivaéné neni E. coli nijak naro¢na. Mizeme mit dva druhy E. coli, rozdélujeme je
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podle mista, kde zplisobuji infekci — intestinalni a extraintestinalni (Kolafova et al., 2020;

Jindrék, 2014).

Enterotoxicka E. coli (ETEC) zpusobuje prijmové infekce nejcastéji cestovatelt
¢1 déti z rozvojovych zemi. Nakaza je zprostiedkovana infikovanou potravou ¢i vodou, pie-
nos mezi lidmi neni mozny. Pfiznaky jsou podobné cholete, ale prubéh onemocnéni je mir-
néjsi. Produkuje dvé skupiny enterotoxinli termostabilni a termolabilni (Koldfova et al.,

2020; Schndler, 2014).

Enteropatogenni E. coli (EPEC) zpisobuje priijmy u novorozencti. Enteroagregativni
E. coli (EAEC) zpusobuje vodnaté prijmy a dehydrataci novorozencu. Enterohemoragicka
E. coli je schopna vyvolat krvaceni ve stievé a mize vyvolat smrtelny hemoragicko-ure-
micky syndrom. Enteroinvazivni E. coli vyvolava prijmy velice vzacné. Uropatogenni
E. coli (UPEC) je nejcastéjsim piivodcem komunitnich mocovych infekci a ma za nasledek

1 znacnou ¢ast nozokomidlnich mocovych infekci (Kolafova et al., 2020; Schindler, 2014).

452 Kilebsiella spp.
Jeji ptirozeny vyskyt je v gastrointestinalnim traktu lidi a zvitat. Spada sem nékolik

druhi, kterd zplsobuji riizna onemocnéni. Diky své vysoké odolnosti vii¢i zevnimu prostiedi
jsou klebsiely ¢astym plivodcem nozokomidlnich infekci. Bunky nemaji bi¢iky, tudiz jsou
nepohyblivé, maji bakteridlni pouzdro, jsou biochemicky velmi aktivni. Pfenos je vétSinou
dilezity v nemocni¢nim prostiedi, zdrojem je typicky gastrointestinalni trakt a mohou
se Sifit kontaktem. Po E. coli jsou nejcastéjsim pivodcem mocovych infekci, ale mohou
zpisobovat 1 infekce krevniho feCiSt€ a meningitidy. Nejvyznamnéjsi plvodce je
Klebsiella pneumoniae a zpusobuje ¢asto nozokomialnich infekce (Kolatrova et al., 2020;
Schindler, 2014). Zastoupeni K. oxytoca je méné Casté, ale je pivodcem podobného spektra
onemocnéni jako K. pneumoniae. K. granulomatis je na rozdil od ostatnim klebsiel pohlavné

pfenosna a zplsobuje viedové onemocnéni genitalii (Milner, 2016).

4.5.3 Enterobacter spp.
Patii mezi nejb&zngjsi enterobakterie, které se nachazeji v gastrointestindlnim traktu

¢loveka. Nejvyznamnéjsimi druhy jsou E. cloacae complex a E. aerogenes. Biochemickou
aktivitou jsou podobni klebsieldm, ale pohybuji se pomoci bicikii. Mohou zptisobovat in-
fekce mocovych cest at’ uz komunitni nebo nozokomialni. Déle jsou schopny vyvoléavat pne-
umonie, infekce krevniho fecisté, sepse ¢i meningitidy (Kolafova et al., 2020; Chavda,

2016).
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PRAKTICKA CAST

5 CIL A UKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem mé prace bylo zanalyzovat vysledky detekce karbapenemaz

od &ervna roku 2021 do konce roku 2022 v Nemocnici na Homolce v Praze.

5.2 Dil¢i cile

1. Seznamit se podrobné&ji s pojmem ,,Antibiotika“.

2. Seznamit se s vlivem antibiotik na lidsky organismus.
3. Zjistit vice o rezistenci antibiotik.
4

Seznamit se s ¢eledi Enterobacteriaceae a blize s jejimi klinicky vyznamnymi rody.
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6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Na zakladé cilt jsem stanovila tyto vyzkumné otazky:
1. Kolik z&chytl karbapeneméz bylo v daném obdobi?
2. Jaké druhy karbapenemaz byly zachyceny?

3. Kolika procentni shoda byla s NRL?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Soubor je tvofen z pozitivnich nalezl selektivniho screeningu na pidach pro detekci
CRE dle nastavenych pravidel v NNH. Jedenkrat tydné se provadi rektalni screening na JIP,
pii prekladech mimo i v ramci nemocnice na JIP a screening na zéklad¢ hodnoceni indivi-
duélniho rizika pfi mikrobiologickych konsiliich. Ve sledovaném obdobi se screeningova

kritéria nijak neménila.

Soubor je slozen z 2363 pacientil a ze 4873 izolath. 1zolaty jsou unikatni dle meto-
diky z ¢eledi Enterobacteriaceae, kazdy druh a rod je u pacienta zatazen pouze jedenkrat.

Rozdéleni dle véku a pohlavi neni pro tuto analyzu stéZejni.

Analyza byla provadéna ze zdznaml z nemocni¢niho LIS za obdobi od 1. 6. 2021
do 31. 12. 2022. V tomto obdobi se vystfidaly dva informacni systémy. V obdobi
od 1. 6.2021 do 4. 10. 2021 byl zdrojem dat informacni systém Janiga Labs. Od 4. 10. 2021

se pteslo na informacni systém ENVIS, ktery se v nemocnici vyuziva nadale.

Pacienti Izolaty
jlabs 296 508
Envis 1402 3224
Celkem 1698 3732

Tabulka 1: Pocet pacientii a izolatit v jednotlivych systémech a celkem

Procentualni zastoupeni pacientl z celkového poctu

1402;

83%

Envis

m jlabs

Graf 1: Procentualni zastoupent pacientii z celkové poctu
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8 METODIKA PRACE

Detekce karbapenemaz v Nemocnici na Homolce je provadéna od roku 2021 podle

jasn¢ daného algoritmu, kterym by se mély fidit veskeré odbéry screeningovych vzorkd.

Provadi se vstupni a periodicky screening. Vstupni se provadi vybérove pii piijmu
pacienta do nemocnice, pfi prekladech na JIP NNH z jiné nemocnice, pii piekladech na JIP
v ramci NNH, u pacientt s rizikovymi faktory, na oddéleni chirurgie pfed velkymi vykony
nebo pfi repatriaci ¢i po recentni hospitalizaci v zahrani¢i. Periodicky screening se provadi
vzdy prvni den v tydnu pravidelného screeningu ze specializovanych lazkovych oddéleni
NNH (napt. ARO, oborové JIP a vybrané SIP) nebo u pacientii s anamnézou kolonizace
¢i infekce CPE. Kultivace se pii obou typech screeningu provadi na selektivnim chromogen-
nim agaru. Screening ma v pifipadé pozitivity n€kolik krokti neboli stupnd, kterymi je po-

tfeba se fidit.

Toto vySetieni se provadi z vytéru z rekta. Vzorek je nasledné zaslan do laboratote
V odbérovych soupravach bud’ na suchém sterilnim tamponu, kde zpracovani materidlu
by nemélo byt pozdéji nez 2 hodiny po odbéru, nebo na sterilnim tamponu v transportni ptidé

s aktivnim uhlim, kde zpracovani musi prob¢hnout do 24 hodin po odbéru.

Vytéry byly masivné naockovany na ¥4 chromogenni pudy Brilliance CRE Medium
od firmy Oxoid, ktera se nasledn¢ inkubovala na minimalni dobu 18 hodin do termostatu
pii 37°C. Vyockovani na ¥4 plotny ma Cisté ekonomicky diivod, na jednu plotnu se tak vejdou
Ctyfi vzorky najednou. Zaroven se cely tampon vlozil pomnozit na 24 hodin do jatrového
bujonu. VSechny pomnozovaci bujony se opét masivné vyockovaly na Y4 plotny Brilliance
CRE Medium a opét inkubovaly po 18-20 hodin v termostatu pti 37°C. Pfi negativnim vy-
sledku na vyockovanych plotnach bylo vysSetieni ukonceno s negativnim vysledkem. V pii-
padé pozitivniho nartstu na screeningové pudé byla provedena izolace kmene na selektivné
diagnostickou ptidu a nasledné inkubace po 18-20 hodin v termostatu pfi teploté 37°C a sou-

casné byla provedena identifikace pomoci detekce hmotnostni spektrometrii MALDI TOF.
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Obrazek 14: Brilliance CRE Medium s pozitivnim nalezem (Oxoid)

Jako na ostatnich chromogennich zivnych padach, tak i na Brilliace CRE Medium
rostou rtizné bakterie v riiznych barvach. Napt. Klebsiella pneumoniae tvoii modré kolonie,

Escherichia coli svétle rizové a Acinetobacter baumannii bezbarvé az krémové kolonie.

Po uspésné kultivaci byla ze selektivné diagnostické pidy ockovaci kli¢kou ode-
bréana jedna kolonie a rozmichana ve zkumavce s fyziologickym roztokem, aby vznikl zékal
rovny 0,5 McFarlandu. Dale se roztok ze zkumavky rovnomémeé ockuje na kultivac¢ni padu
Mueller-Hinton. Na tuto ptidu se nasledné razi antibiotické disky meropenemu, imipenemu
a ertapenemu. Metodika vySetfeni diskovou difuzni citlivosti byla dle pravidel Evropského
vyboru pro testovani antimikrobialni citlivostit EUCAST. Vyhodnoceni vysledku stanoveni
citlivosti timto krokem detekce bylo hodnoceno métenim inhibi¢ni zény kolem antibiotic-
kych diskt a nasledné byly porovnavany s definovanymi hranicemi pro screening rezistence
ke karbapenemlm, tzv. ,,breakpointy* EUCAST. Pfi inhibi¢nich zénach u meropenemu vét-
Sich nebo rovnych 28 mm byla hodnocena rezistence ke karbapenemtim jako nepravdépo-
dobna. U imipenemu a ertapenemu byly zvoleny hodnoty pro zatazeni do testovani na za-
kladé¢ distribuce divoké populace dle publikovanych dat EUCAST (vétsi nebo rovno 25 mm,
resp. vétsi nebo rovno 22 mm). Zvolenou metodikou byla rezistence ke karbapenemiam hod-
nocena jako nepravdépodobna. Klinické stavy pacientii a epidemiologické souvislosti ne-
byly ve studii hodnoceny a nemély vliv na dal$i vySetieni izolat. Pfi menSich inhibi¢nich

zonach, nez stanovené ,,breakpointy®, byly vSechny izolaty enterobakterii dale vySetieny.

V dalsim kroku byla z izolace opét vysetiena jedna kolonie a opét v roztoku zakal

kultury a postupovano stejné jako pii predchozim kroku. Namisto antibiotickych diska byl
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na Mueller-Hintonlv agar poloZen prouzek ke stanoveni citlivosti metodou E-test. Citlivost
byla vysetfena k meropenemu a imipenemu. Zde se hodnoti gradientni difuzni metodou
MIC. Vyfazena z dalSiho testovani byly enterobakterie s MIC u meropenemu rovnych
¢1 nizsich nez koncentrace 0,125 mg/l a u imipenemu rovnych ¢i nizsich nez koncentrace 0,5
mg/l (dle doporuc¢ené metodiky EUCAST). U bakterii s MIC s vysledkem odpovidajicim
interpretaci rezistenci byla rovnou vySetfena produkce karbapenemazy. Jiné fenotypy rezis-
tence nebyly ve studii hodnoceny. Soucasné byla ¢ast izolatu vySetfena na molekularné-ge-
netickém vysetfeni PCR nejcastéjsich gent kodujicich karbapenemazy. Metoda nebyla do-

stupnd po celé obdobi studie, a tedy vysledky PCR diagnostiky nejsou ve studii hodnoceny.

Poslednim stupném bylo provedeni imunochromatografického komeréniho testu
CARBA 35, jehoz vysledek byl pokladan v laboratornim algoritmu za finalni. Test byl pro-
veden z kultury na ptidé Mueller-Hinton z pfedchoziho kroku. VSechny kultury v tomto
stupni byly bez ohledu na vysledek testu CARBA 5 odeslany v rdmci narodniho screeningu

do NRL k vysetieni fenotypu rezistence.
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU
Jak jiz bylo feCeno vyse, analyza je provadéna ze dvou odlisnych LIS, které se vy-

stiidaly v tomto obdobi.

9.1 Analyza z laboratorniho systému Janiga labs

Jako prvni byl vyuzivan informacni systém od firmy Janiga a to v obdobi
od 1.6. 2021 do 4.10. 2021. Za tuto dobu se v tomto systému zadalo k vySetieni 508 izolatt
od 296 riznych pacientd. Testl na snizenou citlivost na meropenem, imipenem ¢i ertapenem
podle velikosti priméru inhibi¢nich zén se provadélo celkem u 68 izolath u 56 riiznych pa-
cientd, coz odpovida 4,12 % z celkového poctu provedenych vysetieni u izolat a 18,92 %

z celkového poctu provedenych vysetieni u pacientll v tomto obdobi.

E-test se provadél uz pouze u 19 izolati a 17 pacientd. To znamena, Ze z nastaveného
algoritmu na zjisténi citlivosti, nevyhovélo velikosti danych ,,breakpointi* u difuzniho testu
z 2. stupné 19 izolath z 68 a 17 pacientli z 56. Coz tvoti 27,94 % izolath z ptedchoziho stupné
a 3,74 % izolath z celkového poctu vysSetieni. 30,36 % pacientli z pfedchoziho stupné

a 5,74 % z celkového poctu vysetienych pacienttl.

E-test s vysledkem I ¢i R podle MIC u meropenemu mély 2 izolaty a podle MIC
nevyhovél 1 izolat. U imipenemu byli 3 izolaty s vysledkem I ¢i R, ale 2 byly shodné s timto
kritériem u meropenemu, podle MIC nevyhovél jeden izolat, ale ten také nesplnil kritérium
ani u meropenemu. V tomto stupni byl shodny pocet izolatl a pacientd. Tudiz test CARBA
5 se d¢lal ve ¢tytech ptipadech. Coz odpovida 21,05 % z délanych E-testii u izolatti a 0,79 %
z celkového poctu provedenych vySetfeni u izolath a 23,53 % pacientiim z provedenych

E-testli a 1,35 % z celkového poctu vysetienych pacientd.

Test CARBA 5 vysel pozitivni v 1 ptipadé. Coz odpovida 25 % z provadénych testt
CARBA 5 u izolatd a pacientd a 0,20 % z celkového poctu vySetfenych izolath a 0,34 %

z celkového poctu vysetienych pacientll. Tento test byl pozitivni na OXA-48 like.
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. ) y . Pocet pozi-
1. stupen 2. stupen 3. stupen 4. stupen e
Pocet 508 68 19 4 L
Procenta z
. pFechoziho 13,39 % 27,94 % 21,05% 22U
v stupné
Prc;ceTI:\l'ja z 13,39 % 3,74 % 0,79 % 0,20 %
Pocet 296 56 17 4 L
Procenta z
pacienti | PTechoziho 18,92 % 30,36 % 23,53 % 22U
stupné
PrZZTElEa z 18,92 % 5,74 % 1,35 % 0,34 %

Tabulka 2: Analyza dat z laboratorniho systému Janiga labs

9.2 Analyza z laboratorniho systému Envis

0Od 4. 10. 2021 laboratof pifesla na laboratorni sytém od firmy Envis, ktery se vyuziva
nadale. V analyzovaném obdobi bylo provedeno vysetfeni u 3224 izolatti u 1402 riznych
pacientil. Testd na sniZzenou citlivost u meropenemu, imipenemu a ertapenemu se provadeélo
u 232 izolath u 101 riiznych pacientti. Coz odpovida v obou ptipadech 7,20 % z celkového

poctu provadénych vysetteni u izolatil a pacientd.

E-test se provadél u 45 izolath a 40 pacientli. To znamen4, Ze z nastaveného algo-
ritmu na zjiSténi citlivosti, nevyhovélo velikosti danych ,,breakpointi® u difuzniho testu
z 2. stupné 45 izolat z 232 a 40 pacientt ze 101. Coz tvoti 19,40 % izolati z provedenych
difuznich citlivosti a 1,40 % z celkového poctu provedenych vySetieni u izolatd. U pacientii
to tvoti 39,60 % z provedenych difuznich citlivosti a 2,85 % z celkového poctu vysetfenych

pacienti.

E-test s vysledkem I ¢i R podle MIC u meropenemu mélo 5 izolati a podle MIC
nevyhovélo 15 izolati. U imipenemu byly 4 izolaty s vysledkem I ¢i R, ale 3 byly shodné
s timto kritériem u meropenemu, podle MIC nevyhovélo 13 izolath, ale 10 z nich také ne-
splnilo kritérium u meropenemu. Z ¢ehoz vyplyva, Ze test CARBA 5 se provadél ve 24 pii-
padech u izolatd, ale jen u 23 pacientl. To znamend, Ze se provadél v 53,33 % z délanych
E-testdi u izolatt a v 0,74 % z celkového poctu vySettovanych izolatd, v 57,50 % se provadeél

u délanych E-testli u pacientti a 1,64 % z celkového poctu vySettovanych pacientd.
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Test CARBA 5 vysel pozitivni u 12 izolati a 11 pacientd. Coz odpovida 50 % z d¢-
lanych CARBA 5 testil u izolat a 0,37 % celkového poctu vysetiovanych izolati, test byl
pozitivni u 47,83 % pacientll, u kterych byl provadén a u 0,78 % celkové vysetifenych paci-
entll. Tyto testy byly pozitivni ve 4 piipadech na OXA-48 like, ve 2 piipadech na NDM,
ve 2 ptipadech na KPC a ve dvou pfipadech na VIM.

. . . . | Pocet pozi-
1. stupen 2. stupen 3. stupen 4. stupen tivnich
Pocet 3224 232 45 24 12
lzolaty; | ©rocentazpre- 7,20 % 19,40% | 53,33% 50,00 %
choziho stupné
Procenta z celku 7,20 % 1,40 % 0,74 % 0,37 %
Pocet 1402 101 40 23 11
Paci- | Procenta z pre- 7,20 % 39,60% | 57,50% | 47,83%
enti: choziho stupné
Procenta z celku 7,20 % 2,85 % 1,64 % 0,78 %

Tabulka 3: Analyza dat z laboratorniho systému Envis

9.3 Sloucena data z obou laboratornich systémiu

Celkové ve tfech pololetich® v obou systémech bylo provedeno vysetteni 3732 izo-
lath a 1698 pacientli. Testli na snizenou citlivost na meropenem, imipenem Ci ertapenem
podle velikosti priméru inhibi¢nich zén se provadélo celkem u 300 izolatd u 157 rtiznych
pacientil, coz odpovida 8,04 % z celkového poctu provedenych vysetieni u izolatt a 9,25 %

z celkového poctu pacienttl.

E-test se provadél u 64 izolatd a 57 pacienti. To znamend, Ze z nastaveného algo-
ritmu na zjiSténi citlivosti, nevyhovélo velikosti danych ,breakpointi* u difuzniho testu
z 2. stupné 64 izolath z 300 a 57 pacientil ze 157. Coz tvoii 21,33 % izolath z provedenych
difuznich citlivosti a 1,71 % z celkového poctu provedenych vySetieni u izolatd. U pacientii
to tvoti 36,31 % z provedenych difuznich citlivosti a 3,36 % z celkového poctu vysetienych

pacientd.

CARBA 5 test se provadél celkove u 28 izolath a 27 pacientli. Coz odpovida 43,75 %
Z provadénych E-testd u izolati a 0,75 % z celkového poctu izolatt, 47,37 % z provadénych

E-testli u pacientti a 1, 59 % z celkového poctu pacienti.

3 vzhledem k zavedeni detekce v NNH je prvni pololeti brano od 1. 6. 2021 do 31. 12. 2021. Zbyla dvé polo-
leti jsou pal rocni.
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Test byl pozitivni celkem u 13 izolatd a 12 pacientl. To je 46,43 % z provedenych
testit CARBA 5 u izolatl a 0,35 % z celkové vySetfenych izolath, 44,44 % z provedenych
CARBA 5 testli u pacienti a 0,71 % z celkové vySetienych pacienti. Tyto testy byly pozi-
tivni v 6 ptipadech na OXA-48 like, ve tfech pripadech na NDM, ve dvou ptipadech na KPC

a ve dvou pfipadech na VIM. Jeden pacient byl pozitivni na dva producenty karbapenemaz.

. » . . | Pocet pozi-
1. stupen | 2. stupen 3. stupen 4. stupen tivnich
Pocet 3732 300 64 28 13
lzolsty: | Frocentazpre- 8,04 % 2133% | 4375% | 46,43%
choziho stupné
Procenta z celku 8,04 % 1,71 % 0,75 % 0,35 %
Pocet 1698 157 57 27 12
Paci- | Procentazpre- 9,25 % 3631% | 4737% | 44,44%
enti: choziho stupné
Procenta z celku 9,25 % 3,36 % 1,59 % 0,71 %

Tabulka 4: Sloucend analyza dat z obou systémii

Vysledky délanych CARBA 5 testl se posilaji do Nérodni referencni laboratoie
(NRL) pro ovéfeni spravnosti. Bohuzel tato data lze dohledat pouze v systému Envis.
V tomto obdobi se délalo 24 CARBA 5 testl u izolatd u 23 pacientil. Z toho odeslanych
do NRL bylo 22 testil izolatti u 21 pacientl. Tato odchylka mohla byt zptisobena jasné ne-
definovanym algoritmem, ktery toto na zacatku detekce stanovoval a hotové CARBA 5 testy
tedy nebyly odeslany pro kontrolu. Ale u 22 odeslanych testl izolatlh u 21 pacientii byla
shoda vysledku v pozitivité testu 1 u urceni karbapenemazy. TudiZ shoda v odeslanych vy-

sledcich byla 100%.

Y Pocet odesla- Procentudlni
Pocet T_carba nych do NRL Shoda shoda
Izolaty: 24 22 22 100 %
Pacienti: 23 21 21 100 %

Tabulka 5: Porovnani délanych CARBA 5 testii s vysledky NRL
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9.4 Fenotypy CPE

Celkové se ve sledovaném obdobi provadélo 28 komerénich CARBA 5 testd. Kar-

bapenemdaza nebyla prokézana celkem v 15 ptipadech, potvrzena byla ve 13 ptipadech. Cel-

kem byla prokazéna Sestkrat karbapenemaza OXA-48 like, tfikrat NDM, dvakrat KPC

a VIM. Karbapenemaza IMP nebyla potvrzena v zadném piipadé. Ani PCR metoda nepo-

tvrdila karbapenemazu v jinych ptipadech, nez ukazal CARBA 5 test. Vysledky z NRL byly

ve vSech piipadech shodné s vysledky testu CARBA 5.

46,15 % vsech pozitivnich CARBA 5 testa tvorily OXA-48 like, 23,08 % NDM

a ve stejném procentualnim zastoupeni 15,38 % byly KPC a VIM.

NON
Neprokazana | Prokazana O)I(iﬁ;48 NDM KPC VIM IMP OXA-48
like
Envis 12 12 5 3 2 2 0 0
Janiga 3 1 1 0 0 0 0 0
Celkem 15 13 6 3 2 2 0 0

Tabulka 6: Fenotypové rozdeleni CPE

Fenotypy CPE

2
15,38%

3
23,08%

m OXA-48 like NDM m KPC VIM

Graf 2: Pomerové zastoupeni fenotypii CPE
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Procentudlni zastoupeni fenotypti CPE z celkového mnozstvi zachycenych entero-

bakterii u pacienti je nizké. OXA-48 like tvoti pouze 0,35 % z celkové pozitivnich pacientd,

NDM 0,18 %, KPC a VIM 0,12 %, IMP a NON OXA-48 like se nevyskytly u Zadného

pacienta.
O)I(iAkjs NDM KPC VIM IMP NON OXA-48 like
6 3 2 2 0 0
\ Procentudlni vyskyt CPE | 0,35%| 0,18%| 0,12%| 0,12% 0% 0%

Tabulka 7: Procentudlni vyskyt jednotlivych karbapenemdz

9.5 Trendy ve ¢tvrté urovni detekce

Celkem se délalo 28 CARBA 5 testli u 27 pacientii za celé sledované obdobi. Z toho

jich bylo s pozitivnim vysledkem zaznamenano 13 u 12 pacient.

Ve druhém pololeti roku 2021 bylo provedeno 6 CARBA 5 testd u 6 pacientl. Kar-

bapenemaza byla prokazana v 50 %, tudiz tfi byly s pozitivnim vysledkem. Dvakrat byla

prokazana OXA-48 like a v jednom piipadé KPC.

V prvnim pololeti roku 2022 bylo provedeno 12 CARBA 5 testi u 11 pacientii. Opét

byla karbapenemaza prokdzana v 50 %, tudiz bylo 6 test s pozitivnim vysledkem. Ttikrat

byla prok4dzdna OXA-48 like, jedenkrat NDM a dvakrat VIM.

Ve druhém pololeti roku 2022 bylo provedeno 10 CARBA 5 testi u 10 pacientt.

Karbapenemaza byla prokazana ve 40 %, 4 testy byly s pozitivnim vysledkem. OXA-48 like

byla zaznamenéna v jednom pitipadé, NDM ve dvou a KPC také v jednom piipadé.
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OXA- NON
Izolaty | Pacienti | Neprokazana | Prokazana 48 like NDM | KPC | VIM | IMP | OXA-48
like
2. polo-
leti 6 6 3 3 2 0 1 0 0 0
2021
1. polo-
leti 12 11 6 6 3 1 0 2 0 0
2022
2. polo-
leti 10 10 6 4 1 2 1 0 0 0
2022
Celkem | 28 27 15 13 6 3 2 2 0 0

Tabulka 8: Trendy ve ¢tvrté virovni detekce

9.6 Trendy ve treti urovni detekce

Celkem se provadélo 64 E-testii u 57 pacientt.
Ve druhém pololeti roku 2021se E-test provadél u 21 izolath a 18 pacientt.
V prvnim pololeti roku 2021 se E-test provadél u 18 izolat u 16 pacientd.

Ve druhém pololeti roku 2022 se E-test provadél u 25 izolat u 23 pacientt.

izolaty pacienti
2. pololeti 2021 21 18
1. pololeti 2022 18 16
2. pololeti 2022 25 23
Celkem 64 57

Tabulka 9: Trendy ve treti urovni detekce

9.7 Pocty pacientii na CPE screening
Ve druhém pololeti roku 2021 se provedlo celkem 587 vySetieni pacientii. Z toho
se vysetfeni ve tfetim stupni detekce pomoci E-testu provedlo u 3,07 %. Ctvrty stupeii de-

tekce se provedl u 1,02 % pacientd vysetfenych v tomto obdobi.

V prvnim pololeti roku 2022 se provedlo celkem 568 vySetfeni pacientd. Z toho vy-
Setfeni ve tfetim stupni detekce pomoci E-testu se provedlo u 2,82 % pacientli vySetfenych

v tomto obdobi. Ctvrty stupen se provedl u 1,94 % pacienti.

Ve druhém poleti roku 2022 se provedlo celkem 543 vySetieni pacientd. Z toho vy-
Setfeni ve tfetim stupni detekce pomoci E-testu se provedlo u 4,24 % pacientii vySetfenych

v tomto obdobi. Ctvrty stupeti se provedl u 1,84 % pacienttL.
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Jak jiz vySe bylo zminéno ve tfeti urovni detekce bylo z celkového poctu vysetifeno

3,36 % pacientli a ve ¢tvrté trovni 1,59 % pacientq.

Janiga Envis Celkem 3. Uroven 4.uroven

2. pololeti 0 0
5001 296 291 587 3,07 % 1,02 %

1, etz 568 568 2,82 % 1,94 %
2022 Skt I
2 el 543 543 4,24 % 1,84 %
2022 A ST
Celkem 296 1402 1698 3,36 % 1,59 %

Tabulka 10: Pocty pacientti na CPE screening
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DISKUZE

Antibiotika, jejich naduzivani a s tim spojend zvySujici se antibiotickd rezistence
se fadi mezi nejvetsi globalni problémy dnesni doby. Hlavnim cilem teoretické ¢asti mé ba-
kalarské prace bylo ziskani informaci ohledn¢ antibiotik a jejich rezistenci. Konkrétné jsem
se zam¢fila na vyskyt karbapenemdz u enterobakterii v nemocni¢ni péci. V praktické ¢asti
se zabyvam analyzou dat vyskytu karbapenemdaz u enterobakterii z laboratornich systému
v Nemocnici na Homolce. Slabinou zvolen¢ho algoritmu by mohla byt napfiklad metoda

stanoveni MIC pouze pomoci E-testu.

Bohuzel v kratkém detekénim obdobi neni vidét Zadny trend v narastu ¢i poklesu
vyskytu karbapenemaz. V Nemocnici na Homolce bylo vtomto obdobi detekovano
13 kmenut c¢eledi Enterobacteriaceae rezistentnich ke karbapenemim, coz ¢inilo pouze
0,35 % z celkového mnozstvi enterobakterii zachycenych v tomto detekénim obdobi. Porov-
nani s pramérnou prevalenci rezistentnich enterobakterii ke karbapenemtim v raznych ¢as-
tech svéta je tato hodnota nizko pod primérem. Ve srovnani s daty NRL je v zastoupeni
nejcastéjs$i v souboru OXA, kdeZto v narodnim souboru je NDM. V NNH byl zaznamenéan
dvakrat vétsi vyskyt OXA-48 like nez NDM. Sledovany soubor je nicméné velmi maly. Bo-

huzel se mi nepodafilo najit aktualni studii z jiné nemocnice v CR pro porovnani vysledki.

1200 -

mMBL
W OXA-48-like + NDM
uIMI

mGES tfida A

KPC

B OXA-48-like

400 - mIMP ]
B ENDM MBL

200 EVIM |

_— . M neuréeno

ol
[ JEESSE - i : : i

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Rok

800 -

Pocet izolata
o2}
8

Obrazek 15: Prezentovana data z NRL pro ATB rezistenci na odborném kurzu (Chudéjova,
2022; poskytl MUDr. Kubele)
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Na vyse zobrazeném grafu je vidét masivni narust pribyvajicich karbapenemaz u lidi
v nemocniéni pé¢i v Ceské republice. V roce 2021 bylo dle grafu zaznamenano 527 izolati
s karbapenemazou NDM, 106 s OXA-48 like, 97 s KPC, 17 s VIM a jeden izolat s kombi-
naci NDM a OXA-48 like.

Vyskyt OXA-48 like byl v detekénim obdobi 0,35 %, NDM byl 0,18 %, KPC a VIM
0,12 % z celkového mnozstvi enterobakterii u pacientl. Analyza nema Spatné vysledky,
myslim, Ze oproti procentiim Ceské republiky a celého svéta, se NNH pohybuje na velmi
nizkych ¢islech. Nizky zachyt karbapenemaz z celkové vySetienych vzork je jednak velkou
variabilitou moznych pfi¢in snizené rezistence ke karbapenemiim a nastavenim screeningo-
vych ,,breakpointi“ s cilem dosazeni co nejvyssi citlivosti. Srovnani dat se srovnatelnou ne-
mocnici vyuzivajici obdobné schéma screeningu se mi nepodafilo najit. Vhodné
by bylo mit stanovenou narodni proveditelnou metodu screeningu véetné aktualné dostup-

nych mikrobiologickych metod.

Ackoli ma detekce jasné dana pravidla, tak musime mit na paméti, Zze vlivem lidské
chyby mohla byt n&jaka vySetieni ukoncena jako fale$Sné€ negativni, a tudiz se u nich nepo-

kracovalo v testovani. Bohuzel tomuto faktoru nelze nikterak zabranit.

Z celkového poctu 4729 izolath bylo 0,27 % oznaceno za produkce karbapenemaz.
Ackoli to neni vysoké ¢islo, producenti karbapenemaz v nemocni¢nim prostiedi predstavuji
potencionalné vysoké epidemiologické riziko Sifeni a vyskytu nevylécitelnych onemocnéni
zpusobenych gramnegativnimi bakteriemi u rizikové populace pacientii. Proto je pravidelny
screening pii znamém zvySeném riziku (Obrazek 15) velmi dalezitou soucasti péce o paci-

enty.

Ve tfech pololeti bylo provedeno vysetieni 3732 izolatti u 1698 pacientti a poslednim
stupném bylo pozitivnich na karbapenemazu 0,35 % izolata (0,71 % pacientt) z celkového
poctu vySetieni. V 6 piipadech byla pozitivni OXA-48 like karbapenemaza, ve tfech piipa-
dech NDM a ve dvou KPC a VIM. Jak jiz bylo feceno vyse, z kratkého detekéniho obdobi
nelze urcit trend a ani se mi nepodafilo najit podobné¢ metodicky zalozenou studii,
se kterou bych mohla vysledky porovnat. Jeden pacient byl pozitivni na dva producenty kar-
bapenemdz, a to na NDM a OXA-48 like. Kombinace dvou karbapenemaz byla dle dostup-

nych dat v CR zachycena zcela vzicné (Obrazek 15).
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V tuto chvili tato analyza ma €isté informativni charakter a udava pocty a druhy kar-

bapenemadz, které byly zachyceny v tomto obdobi v NNH.

Frekvence vyskytu karbapenem-rezistentnich mikroorganismt a zastoupeni jednot-
livych karbapenemaz se ve svété individudlng 1isi a maze byt vyznamné odliSny 1 regionalné.

Napiiklad porovnani se studiemi v Cing, Recku a Irdku.

V Ciné byla v roce 2020 publikovana studie zabyvajici se touto problematikou. Ci-
lem té studie bylo zjistit rozsifeni a vlastnosti KPC, NDM, OXA-48 like, IMP a VIM mezi
kmeny karbapenem-rezistentnich enterobakterii izolovanych od dospélych a détskych paci-
entd. Celkem 935 neduplicitnich kmenit CRE bylo shromazdéno z 36 nemocnic v letech
2016-2018. Celkoveé byly karbapenemazy produkovany u 97,4 % (u 911 z 935 kmeni)
kmenti CRE. KPC byla potvrzena u 51,6 % (u 482 z 935 kment), NDM u 35,7 % (u 334
z 935 kmenti) a OXA-48 like karbapenemaza u 7,3 %, (u 68 z 935 kmenti). Z procentualniho
zastoupeni vyplyva, ze nékteti pacienti byli osidleni dvéma nebo vice karbapenem-rezistent-

nimi kmeny. Coz v mé analyze v NNH bylo potvrzeno pouze v jednom piipadé (zdroj €. 62).

Obdobna studie byla publikovéana i v Recku. Zahrnovala karbapenemézy produko-
vané bakterii Klebsiella pneumoniae mezi lety 2014-2016. V ramci studie bylo vySetfeno
celkem 394 izolatu Klebsiella pneumoniae. KPC zlstala nejcastéji zachovanou karbapene-
mazou, byla potvrzena v 66,5 %. Druhou nejrozsifenéjsi karbapenemazou byla NDM
v 13,7 % piipadi. VIM byla potvrzena v 8,6 % a OXA-48 like v 6,3 % piipadd. Piitomnost

dvou karbapenemaz u jednoho izolatu zistala vzacna, pouze u 3,6 % izolatl (zdroj €. 64).

Studie provadéna v Irdku v roce 2021 ¢itala celkem 200 enterobakterii z ¢ehoz bylo
55 % (110 izolati) rezistentnich k beta-laktamtiim. Jako karbapenem-rezistentni bylo ozna-
¢eno 30,9 % (34) izolata, za producenty karbapenemaz bylo identifikovano 59 % (65 izo-
latt). U 53 izolatd byla provadéna fenotypova zkouska, ktera prokazala jednu nebo vice pfi-
tomnych karbapenemaz u jednoho izolatu. Nej€astéji pfitomna karbapenemaza byla NDM,
ktera byla potvrzena u 44 kmentl z 53 testovanych. OXA-48 like byla ptfitomna u 75 %
(u 40 z 53 izolatl), VIM u 49 % (u 26 z 53 izolat), IMP u 43 % (u 23 z 53 izolati). KPC
se vyskytovala s velkym rozdilem nejméné, vyskytovala se v 7 % ptipada (u 4 z 53 izolati)
(zdroj €. 63).
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V mé studii jsem nezaznamenala takto alarmujici vysledky, ale na studiich z jinych
zemi svéta je viditelna nartstajici epidemiologicka katastrofa, které bychom se méli snazit

vyvarovat.

Jak jiz bylo feCeno vyse, zastoupeni jednotlivych karbapenemaz se ve svété indivi-
dualné 1isi. V NNH byla OXA-48 like zaznamenana V nejvice ptipadech a IMP v nejméng,
zatimco prizkum provadény v Ciné ukazal nejvétsi zastoupeni karbapenemézy KPC a nej-
mensi OXA-48 like. V Recku byla taktéZ prokazana nejvice karbapeneméza KPC a nejméné
OXA-48 like. Iran mél nejcastéji zastoupenou karbapenemazu NDM, a naopak nejméné
Zasta byla karbapenemaza typu KPC. Dle dostupnych dat z NRL z roku 2021 byla v CR
nejcastéji vyskytujici se karbapenemazou NDM a nejméné Castd byla VIM. Rozdilné zastou-
peni mize byt zptisobeno mnoha faktory pfirodnich i kulturnich vlivii. Nicméné v nasem
souboru miize byt odliSné zastoupeni zptisobeno nedostatecnou velikosti souboru a malym

poctem pozitivnich vzork.
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ZAVER

Tato bakalaiska prace se nas snazi seznamit s pojmem ,,Antibiotika“, s beta-lakta-
movymi antibiotiky konkrétnéji s karbapenemy. Snazim se zde popsat vliv antibiotik na lid-
sky organismus a jejich vedlejSich ucinki. Konkrétné se zabyvam stavbou a slozenim kar-
bapenemu a jejich ucinkem. Soucasti prace je 1 kratka charakteristika klinicky vyznamnych

enterobakterii.

Snazim se zde zmapovat vySetfeni citlivosti na antibiotika pomoci riznych testl

a metod. Konkrétnéji se zde vénuji detekci beta-laktamaz.

Ma préce je V obecné Casti zaméfena hlavn€ na vyskyt rezistentnich enterobakterii

u pacientd v nemocni¢ni péci véetné vyvoje identifikace karbapenemaz ve svété i CR.

Prakticka ¢ast vyhodnocuje detekci karbapenemaz v Nemocnici na Homolce nové
zavedenou metodou screeningu. Vysledky jsou z analyzovanych dat v obdobi od 1. 6. 2021
do 31. 12. 2022 ziskanych na zakladé jasné daného algoritmu. Algoritmus ma étyfi Grovng,
prvni uroven vyloucila plné citlivé kmeny na zakladé chromogenni diagnostické pudy.
Druha uroven difuzni metodou testovani citlivosti tfech karbapenemt odlisila kmeny se sni-
Zenou citlivosti, ktera byla na tieti irovni upfesniovana stanovenim MIC metodou E-test.
Ctvrta uroveti spo¢ivala v provedeni detekce karbapenemaz komerénim testem (CARBA 5).
Tyto vzorky byly zaroven odeslany a vyhodnoceny v referencni laboratoti (NRL pro antibi-
otika). V mé praci jsem dosla k vysledku stoprocentni shod¢ vysledku detekce karbapenemaz

zvolenym testem a vysledkd z NRL.

Ve sledovaném obdobi bylo zachyceno 13 izolati produkujicich karbapenemazu
od 12 pacientl S nejcastéjSim vyskytem OXA-48 like karbapenemazy. Pocet pozitivnich
kmeni neumoziiuje srovnani s narodnimi daty. Z ditvodu kratkého detekéniho obdobi nelze
vyhodnotit zddny konkrétni trend a tim urcit, zda rezistence ke karbapenemtiim ma rostouci

¢i klesajici charakter.

Zavérem bych ocenila na zaklad€ poznatkli z provedené prace, kdyby byla dostupna
odborné schvalena metoda screeningu obsahujici i aktualné dostupné mikrobiologické me-

tody.
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