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Abstrakt

Bakteridlna rezistencia sa stala vyznamnym faktorom v dizke a kvalite lie¢by
nozokomidlnych infekcii. V tejto praci je pojednavané o doleZitej problematike
v antibakteridlnej terapii, nakolko sa kaZdoro¢ne ukazuje zvySeny vyskyt
rezistentnych kmetiov. Ulohou tohto diela je v teoretickej ¢asti zhrnut informécie
o principoch vzniku rezistencie a mechanizme tucinku antimikrobidlnych latok.
Dalej je pojednavané o rizikdch spojenych s rezistenciou baktérii pri

nozokomialnych infekcidch.

V praktickej casti je zahrnuty popis metodiky identifikdcie mikroorganizmov
a stanovenie ich citlivosti voci antibakteridlnym preparatom. Nasledne boli
vybrané najvyznamnejSie bakteridlne kmene, ktoré boli pri¢inou nemocni¢nych
nakaz v Nemocnici s poliklinikou v Mélniku a bola u nich preukdzana rezistencia

k pouzivanym antibiotikdm.

Vo vysledkoch je zhodnotena miera rezistencie a citlivosti voci antibiotikam
tychto kmenov za obdobie prvého kvartdlu roku 2016. Vysledky st zozbierané
z vysledkov laboratorii Synlab v Prahe. Tieto st ndsledne porovndvané so

situdciou v Eurdpe a vo svete.

KTdéové slova

Rezistencia; antibakterialne latky; -laktamazy; nozokomidlne nakazy;

surveillance.



Abstract

Bacterial resistance became a major element in length and quality of medical
treatment in hospitals. This work deals with problems in antibacterial therapy, as
there is higher occurrence of resistant strains every year. Theoretical part focuses
on informations about origin and mechanism of resistance to antimicrobial agents.
Further there it is dealt with risks of this resistance in hospital-acquired infections

(HAI).

Practical part involves methods for identification of bacteria and susceptibility
testing for antibacterial agents. From all the infections, some strains were selected
here, that were important in HAI and they were tested for susceptibility. Results of

resistant strains had been collected from patients of Mélnik hospital.

Susceptibility of these strains had been evaluated for clinically important
antibiotics from January to April 2016. Results came from Synlab microbiological
laboratories in Prague. Those had been then compared to situation in other

European countries.

Keywords

Resistance; antimicrobial treatment; 3-lactamase; hospital-acquired infections;

surveillance.
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1 UVOD

V boji s mikroorganizmami sa uz vySe polstorocia vyuZzivaju antibakterialne
preparaty. Z historického hladiska bol v tomto smere prevratny objav penicilinu.
UZ predtym sa vSak objavili zmienky o ¢inskych lieciteloch, ktory pre liecbu
infekcii noh u americkych indidnov pouzivali urcity druh plesni. Tiez Tyndall v
19.storodi zistil, Ze zakal baktérii sa vyjasni, ak sa na povrchu nechd narast plesen.

(1)

Uzitocnost antibiotik je vSak limitovand rezistenciou niektorych kmemov, ¢o
predpovedal uz i Fleming. To sa potvrdilo v 50-tych rokoch, kedy kmene S.aureus
boli beZne rezistentné na penicilin. V rokoch 80-tych sa vyskytli i methicilin a
oxacilin rezistentné kmene (MRSA) a nasledne sa v 90-tych rokoch objavili kmene
vankomycin rezistentné (VRSA). Tato rezistencia sa potom medzidruhovo

preniesla na kmene enterokokov (VRE). (1)

Rezistencia baktérii na antibiotikd komplikuje terapiu pacientov po tom, ako bol
mikroorganizmus uz izolovany a identifikovany. To vedie k problémom pri vybere
vhodnej antibakteridlnej terapie zvlast u imunokomprimovanych pacientov. (2)
Antibiotickd odolnost voci antibiotikdm tak nasledne spdsobuje zvySenie mortality
a morbidity, ¢i ndkladov na zdravotnu starostlivost. Je preto nutna cielend,
systémova a odbornd aplikacia opatreni ako na ndrodnej, regiondlnej, tak i lokalnej
trovni. Tie by mali byt vstulade sOdporucenim Rady EU (2002/77/ES)
0 obozretnom pouzivani antimikrobidlnych latok v lekdrstve a Odporucenim Rady
EU zroku 2009 o bezpecnosti pacientov vratane prevencie a kontroly infekcii

spojenych so zdravotnou starostlivostou. (3)



2 SUCASNY STAV

2.1 Bakterialna bunka

Baktérie st prokaryotické organizmy, ktorych velkost sa zvycajne pohybuje od 1
do 5 pum. Od eukaryotickych organizmov ich odliSuje niekolko znakov, z ktorych
najvyraznejsim je absencia jadrovej membrany a typického eukaryotického jadra.
(1) Dalsimi znakmi st, u vadcSiny, kruZnicovy typ deoxyribonukleovej kyseliny
(DNA), pritomnost bunkovej steny, priebeh replikdcie, transkripcie i translacie v
cytoplazme, ¢i absencia mnohych bunkovych organel. Patria k najstarsim
organizmom na Zemi a vedia si obstarat energiu z anorganickych zdrojov.
Niektoré evoluciou stratili tito schopnost a uspodsobili sa na zivot zadvisly na

hostitelovi. (4)

Morfolégiu baktérii je mozné skiimat mikroskopicky, ¢o sa v diagnostike
dodnes pouziva. Velkost medicinsky vyznamnych kmenov je okolo niekolkych
um a maju rozmanity tvar — koky, tycky, vldkna, vyvrtky atd. Tvar baktérii je
pritom casto Specificky pre jednotlivé druhy a rody baktérii a vyuziva sa pri ich

identifikacii. (5)
2.1.1 Povrchové struktary

Baktérie st od okolitého prostredia oddelené cytoplazmatickou membranou a
rozne hrubou bunkovou stenou. Niektoré baktérie vytvaraju puzdro, ktoré sluzi

okrem iného ako obrana proti fagocytoze. Stcastou vonkajsich povrchov su pili

(fimbrie) a biciky (flagella). (1)

Cytoplazmaticka membrana
Plazmaléma je, podobne ako u eukaryotickych organizmov, zloZena zo
semipermeabilnej fosfolipidovej dvojvrstvy a bielkovin. Jej hlavnou funkciou je

udrziavanie podmienok vnutorného prostredia a obrana voci vonkajsSim vplyvom.

10



Sucastou membrany su tiez mnohé enzymy vyuzivajlice sa na metabolizmus zivin
a produkciu energie. (1) Obsahuje tiez permedzy a pumpy, ktoré sluzia na
transport zivin do bunky a transport metabolitov von. Niektoré bielkoviny sluzia
na syntézu bunkovej steny, ako napr. transpeptidazové enzymy, ktoré st castym

cielom napriklad B-laktamovych antibiotik. (4)

Bunkova stena

Bunkova stena udava tvar baktérii a predstavuje mechanickt obranu. Nakolko
cytoplazma obsahuje velké mnoZstvo latok, voda ma tendenciu prudit do bunky
po koncentracnom gradiente. Bez bunkovej steny by sa teda prokaryotickd bunka
roztrhla a zahynula. (1) To je dovodom, preco je sucastou takmer vsetkych
bakteridlnych buniek. Tato ddlezita cast bunky chyba len u niektorych

mikroorganizmov ako st napr. mykoplazmy. (6)

Zakladom bunkovej steny prokaryot je peptidoglykan (murein), ktory je tvoreny
prepojenymi monomérmi glykanov - N-acetylglukozaminov a kyseliny N-
acetylmurdmovej. Glykdany st produkované v cytoplazme a transportované
zbunky, kde sa za pomoci enzymov viazu na existujucu bunkovu stenu
glykozidickou védzbou a vytvéraju jednotlivé retazce. Tieto si navzajom spojené
tetrapeptidmi viazanymi na zvysky kyseliny N-acetylmuramovej, a to pomocou
transpeptiddz. Vytvaraju sa tak vrstvy bunkovej steny prokaryotickej bunky
zodpovedné za jej pevnost a stabilitu. Podla dalSej Struktiry bunkovej steny
a tinkénych vlastnosti je mozné vacésinu baktérii rozdelit do 3 skupin — Gram-

pozitivne (G*), Gram-negativne (G’) a acidorezistentné baktérie. (7)

Bunkova stena G* Dbaktérii je jednoduchs$ia ahrubSia. Je tvorena
peptidoglykdnom v mnohych vrstvach, ktoré st popretkdvané refazcami
teichoovej kyseliny (orientovand kolmo na bunku, vid Obr.1). (8) Takato Struktara
je pre imunitny systém cloveka vyznamnym antigénom a aktivizuje neSpecificku

obrannu reakciu. (4)
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Bunkova stena G- baktérii ma odliSna stavbu aje tvorena mensim poctom
vrstiev peptidoglykdnov (niekedy len 2-3 vrstvy). Ich vonkajsi povrch je v3ak
naviac chraneny tzv. vonkajsSou membranou. T4 je tvorena z lipoproteinov, ktoré
spdjaju  vonkajSiu membrdnu s peptidoglykdnmi, nasledne =z fosfolipidovej
dvojvrstvy, vktorej sa  nachadzané poriny pre transport Zivin
a z lipopolysacharidu (LPS). Ten pozostava z lipidu A a z polysacharidovej zlozky,
ktora vycnieva z membrany aje typickd pre urcity sérotyp baktérie. LPS chrani
bunku pred ucinkom lyzozymu, dodava vonkajSej membrane pevnost a tieZ
stimuluje imunitny systém. (7) Medzi vonkajSou membranou a peptidoglykanom
je periplazmaticky priestor, ktory obsahuje enzymy s rozlicnou funkciou
(transport, Stiepenie, pohyb) a casto obsahuje B-laktamdzy, ktoré inaktivuju

peniciliny. (4)

O-specific side chain
a Polysacchari Protein b
! Braun's lipoprotein

Teichoic acid

» < A

P I B
eptidoglycan ] Outer
membrane
ol ]Periplasmlc space
T A ) and peptidoglycan
Plasma | | TO¢ 3 e a4 A o 8" | Plasma
Aabis 'SA384 ROBODOOSAELE s B DRS00 S Y membrane

Gram positive cell wall Gram negative cell wall

Obrazok 1: Bunkova stena G+ a G- baktérii [zdroj: https://goo.gl/cvkZWQ]
Bunkova stena acidorezistentnych baktérii je zloZend z malého mnoZstva
peptidoglykdnov a mnozZstva Struktar obsahujucich lipidy (glykolipidy, kyseliny

mykolov4, vosky...), ktoré st zodpovedné za jej vysokt nepriepustnost. (7)

Biciky a fimbrie
Bic¢iky su vlasenkové povrchové strukttry baktérii, ktorych hlavnou funkciou je

umoznit pohyb, najcastejSie v smere podnetu z prostredia (taxia). Pricom pohyb
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bic¢ika je zavisly na prisune energie vo forme adenozin-trifosfatu (ATP). (1) Tato
energia vznika pri disimila¢nych (katabolickych) procesoch v bunke a viaze sa
v molekule ATP vo forme makroergnych vazieb. (7) Biciky st vacSinou velmi
krehké alahko sa ldmu. Bunka moéZe mat bic¢ik jeden, ulozeny na pole , ale je
moznad pritomnost viacerych bicikov, mo6Zu dokonca pokryvat cely povrch
baktérie. Bi¢iky su ¢asto diagnosticky Specifické a v tele hostitela mézu posobit ako

antigén a vyvolat tak reakciu imunitného systému ¢loveka. (4)

Fimbrie st Stetinovité vybezky , ktoré sa napadne podobaju chipkom - pili.
Zatial ¢o biciky sa vyskytuja ako u G, tak i G- baktérii, fimbrie st takmer vylucne
doménou G- organizmov. Sluzia na adhéziu k r6znym epitelom, ¢i erytrocytom
(hemaglutinacia) a hraja tak doleziti tlohu v kolonizdcii hostitela. Fimbrie st

podstatné tiez pre prenos genetickej informacie medzi bunkami — tzv. sex pili. (5)

2.1.2 Vnutorné struktary

V porovnani s eukaryotickou bunkou je vnutornd Struktura baktérii
chudobnejsia. Pozostdva z bakteridlneho chromozomu (nukleoidu), ribozémov
a mnozstva granuldrnych inkluzii, ktoré obsahuju Ziviny. VSetky tieto Struktary sa
nachddzaja v prostredi cytoplazmy - voda, sacharidy, lipidy, enzymy ainé
bielkoviny. Niektoré baktérie st schopné vytvarat dormantné stadia, a mozu tak

v bunke obsahovat i endospory. (1)

Geneticka informacia

Véadsina bakteridlnej DNA sa nachddza v ttvare nazyvanom nukleoid a mala
cast je pritomnd vo forme plazmidov, transpozdnov a pod. Velkost molekuly DNA
niekolkonasobne prevysuje velkost bunky, preto si mikroorganizmy vyvinuli
stratégie na jej skratenie, ako napr. tvorba zdhybov a superSpiralizacia DNA.
Ktomu st vyuzité mnohé DNA-viazuce bielkoviny podobné histénom
v eukarytickej bunke. Chromozomova DNA baktérii byva wuchytend na
cytoplazmaticktt membranu a replikuje sa z jedného pociatku nazyvaného Ori. (9)
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Plazmidy st malé molekuly DNA, ktoré sa replikuji nezavisle od
chromozomalnej, na ¢o mavaja svoj vlastny regulacny systém. Nenest gény nutné
na preZitie a bunka bez nich dokaZe existovat. Su vSak velmi vyznamné, nakolko
mozu baktérie zvyhodniovat — obsahuja napr. gény pre toxiny, rezistenciu na
antibiotika a pod. Je tieZ mozny ich prenos na iné baktérie, a to i medzidruhovo. (1)
Transpozény su mobilné génové elementy, ktoré su schopné premiestnit sa

z jednej lokalizacie, ¢i uZ na nukleoide alebo na plazmide, na iné miesto gendmu.

()

Riboz6my

Ribozémy st miestom proteosyntézy a st zloZené z bielkovin a RNA. St mensie
a lahsie ako u eukaryotov — v Svedbergovych jednotkach (jednotka pre vyjadrenie
sedimentacného koeficientu makromolekul) je to 70S — 30S mda mala podjednotka,
50S ma velka podjednotka. To je vyuZivané u niektorych typov antibiotik, ktoré

Specificky zastavuju proteosyntézu iba v bakteridlnych bunkach. (1)

Endospodry

Niektoré druhy baktérii (Bacillus, Clostridium) tvoria endospdry v pripade
nepriaznivych podmienok. Bunka zastavuje svoje Zivotné funkcie a v dormantnom
stave preckdva toto obdobie. Spora je vysoko dehydrované Staddium bunky, ktoré
obsahuje len genom a zdkladni metabolicki masinériu. (5) Su rezistentné voci
vysokym teplotdm, wultrafialovému Ziareniu, organickym rozpustadlam

a dezinfekciam. (4)

Tato rezistencia je moznad vdaka hrubej vrstve obalov, ktoré spdru chrania.
Sporuldcia sa zacina replikdciou genetickej informadcie, vychlipenim
cytoplazmatickej membrany a vytvorenim septa, ktoré rozdeli bunku na dve
nerovnaké casti obsahujice genetickii informéciu. MenSia cast takejto bunky sa
nazyva prespoéra, ta sa obali dalSou vrstvou membrany. Medzi membranami sa

vytvara kortex z peptidoglykanu. Do obalu budticej spéry sa inkorporuju kalciové

14



soli a kyselina dipikolinova. Nasledne sa vytvori vonkajsia membrana, plast spéry
a zvySok vegetativnej bunky sa rozpadne. (7) Pri vhodnych podmienkach spory

nasledne germinuju a pokracuju v Zivotnom cykle ako vegetativne stadium. (1)

2.1.3 Genetické faktory podmieniujuce rezistenciu

Geneticka informacia, ktora je uloZena v bakteridlnom chromozdme, sa prendsa
na potomkov pri replikdcii, ktora je semikonzervativna. Jednotlivé gény sa
nasledne mozu exprimovat koordinovane v skupinach - operdénoch, alebo
samostatne. Pricom plati, Ze genotyp mikroorganizmov sa moze v ¢ase menit, a to

spontannymi alebo indukovanymi mutéciami. (4)

Frekvencia vzniku spontdnnych mutdcii u baktérii je relativne nizka, ale
nakolko je pocet deliacich sa baktérii pocas infekcie (pripadne inych priaznivych

podmienok) vysoky, pravdepodobnost mutdcii sa zvysuje. (10)

Ako uz bolo spomenuté, okrem chromozému st gény uloZené na plazmidoch,
ktoré sa replikuju i exprimuju nezavisle na chromozomalnej DNA. (4) Plazmidy
nestice gény pre rezistenciu sa oznacuju ako R-plazmidy a patria k najcastejSim
formdm rezistencie u baktérii. (10) Ak st baktérie vystavené posobeniu antibiotik,
rychlo a opakovane replikuju prislusné R-plazmidy, ktorych pocet sa v bunke

niekol'ko stondsobne zvysi a baktéria odolava posobeniu antibiotik. (9)

Dal$im typom DNA baktérii st transpozény, ako uz bolo spomenuté. St to
mobilné useky DNA, ktoré sa prendsaju medzi plazmidmi, pripadne z plazmidov
do chromozomélnej DNA a naopak. Na rozdiel od plazmidov nie st schopné
samostatnej replikacie. M6zu obsahovat rozny pocet génov rezistencie a v pripade,
Ze su integrované v plazmidoch, mo6zu sa nasledne [ubovolne preniest do dalsich i
nepribuznych baktérii. Tam sa znova mozu integrovat do chromozomadlnej DNA

a dalej sa sirit. (10)
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Prenos genetickej informacie
V bakteridlnych bunkach prebieha prenos genetickej informacie, okrem

replikacie, niekolkymi spdsobmi, pricom pre klinicki prax maji vyznam najma:

e transdukcia;
e transformacia;

e konjugdcia. (4)

NajdoleZitejsi prenos genetickej informacie medzi baktériami je konjugacia. Je to
jav, pri ktorom st baktérie v priamom kontakte a je moZny prenos
chromozomalnej alebo extrachromozomalnej DNA medzi nimi. (10) DNA-
donorova bunka (F* bunka) sa spoji s receptormi bunky recipientnej (F- bunka) sex-
pilom. Pricom gény pre jeho tvorbu a pre transfer DNA sa nachddzaji v samotnom
plazmide a oznacuju sa pojmom fertility faktor — F-faktor. Je mozna aj integracia
tohto faktoru do chromozomalnej DNA (hfr-bunky). Po vytvoreni cytoplazmového
mostu sa pocas replikdcie prendsa geneticky material do recipientnej bunky. (9) Z
epidemiologického hladiska je tento prenos rezistencie najnebezpecnejsi, nakolko

je mozné preniest gény i medzidruhovo. (5)

Transdukcia je prenos prostrednictvom bakteriofagu s ndslednym prenosom na
iné baktérie. Ide o malo casty dej a klinicky je malo vyznamny. Pri transformadcii je
geneticky materidl vychytdvany z prostredia a inkorporovany do gendému
homoldégnou rekombindciou. (10) Pri tomto prenose vsak hrozia problémy zo
strany DNdz, ktoré tito DNA mdzu nastiepit eSte pred jej akceptovanim baktériou,

pripadne recipientnd bunka ani nemusi DNA prijat. (4)

2.2 Antibioticka terapia

Chemoterapia je vyraz pouzivany pre vyuzitie chemickych latok na selektivne
zastavenie mikrobidlnej infekcie, ktoré maja zdroverl minimalny ucdinok na
hostitela. Nakolko sa vSak v dnesnej dobe vyuziva skor pre latky pouzivané
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k liecbe nadorov, pre liecbu bakteridlnych infekcii sa pouziva skor termin
antimikrobidlna terapia. Jej cieflom je usmrtenie alebo zastavenie rastu mikrobov
a zahfna tiez latky, ktoré maju preventivhu funkciu, ako su dezinfekéné

prostriedky, ¢i antiseptika. (10)

Antimikrobidlne latky by mali spitiat niekolko zdkladnych vlastnosti — nesmt
poskodzovat eukaryotické bunky alebo ti¢inok na nich by mal byt minimalny, mali
by ucinkovat uz v nizkych koncentraciach (v mg/l) a ich ucinok by sa mal prejavit
v kratkej dobe po podani tejto latky. (4) K dalsim vyznamnym vlastnostiam
antibiotik (ATB) patri rozpustnost v telovych tekutindch aich Tlahky
priechod tkanivami. Ich naslednd metabolizacia v tele pacienta by nemala byt prilis
rychla, aby latka mala c¢as ucinkovat na mikroorganizmy. Antibiotikd by mali mat,

¢o najmensi efekt na mikrofloru, ktord sa v l'udskom tele bezne nachadza. (1)

Dolezitda je aj farmakokinetika antimikrobidlnych latok - ich absorpcia
(vstrebavanie), ktora je zavisla na fyzikdlno-chemickych vlastnostiach latky, ceste
podania, ale aj stave pacienta. Dalej zavisi na distribtcii lie¢iva do cielovych
Struktar, ¢i jeho naslednej biotransformdcii (metabolizmus liec¢iva v tkanive)

a elimindcii z organizmu. (10)

Sila, respektive efektivnost, jednotlivych ATB je vyjadrovand terapeutickym
indexom. Je to ratio medzi toxickou davkou, kedy koncentracia latky uz
poskodzuje hostitela, a terapeutickou davkou, kedy je latka klinicky tc¢innd vodi

patogénu. Terapeuticky index by mal byt co najvyssi. (1)

2.2.1 Mechanizmus uéinku

Podstatou ucinku vSetkych antibiotik je vyuzif citlivé miesto v bakteridlnej

bunke, naviazat sa nan, a zabranit tak jeho funkcii.
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Uc¢inok pritom moze byt:

e Baktericidny — usmrcuje baktérie v ramci terapeutickych koncentracii.
e Bakteristaticky — zastavuje rast baktérii, pricom moze dojst aj k usmrteniu

baktérii, ale spravidla az po prekroceni terapeutickych davok. (10)
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Obrazok 2: Rozdiel medzi baktericidnym a bakteristatickym ti¢inkom antibiotik [26]

Spoloénym faktorom v mechanizme ucinku antimikrobidlnych latok, ako uz
bolo povedané, je zasah do doleZitej funkcie bakteridlnej bunky a znemozZnenie
dalSich negativhych vplyvov na hostitela. K najcastejSie vyuzivanym

mechanizmom patri:

¢ inhibicia bunkovej steny;
e naruSenie cytoplazmatickej membrany;
e interferencia s proteosyntézou;

e interferencia so syntézou nukleovych kyselin. (1)

Inhibicia bunkovej steny
Hlavnou skupinou, ktorda pdsobi na bunkovu stenu, su -laktdamové ATB. Tie
obsahuju (3-laktdmovy kruh pdsobiaci na transpeptidazy baktérii. B-laktdamy sa na

nich ireverzibilne viazu a sposobujti, Ze bunkova stena sa sice nadalej syntetizuje,
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ale je velmi slaba a nestabilnd. To sposobi nefunkénost bunkovej steny, prienik
vody do bunky anasledne jej lyzu. (1) Do tejto skupiny patria prvé komercne
pouzivané ATB ako penicilin, ale aj cefalosporiny a karbapenémy. Dalej sa k nim
priraduja tiez B-laktdmové antibiotika potenciované pridanim inhibitora f3-

laktamdz, monobaktamy alebo glykopeptidy. (10)

NaruSenie cytoplazmatickej membrany

Do tejto skupiny patria polypeptidové antibiotikd ako polymixiny, ktoré
narusaja Struktaru fosfolipidov v membrane, a tym sp6sobuju tnik latok z bunky.
Sa vyuzivané pri liecbe infekcii pseudomonddami. VacSinou sa predpisuju
v kombindcii s inymi antibiotickymi latkami, ktoré pdsobia na bunkovu stenu ¢i

proteosyntézu. (1)

Interferencia proteosyntézy

Latky ovplyvnujuce proteosyntézu mavaju vo vacésine pripadov pomerne Siroké
spektrum ucinku. Zasahuja r6zne miesta syntézy bielkovin na ribozome, ¢im
narusuju jej priebeh, pripadne sa viazu na mRNA alebo tRNA. (4) K typickym
zastupcom skupiny interferujucej proteosyntézu patria aminoglykozidy,

tetracykliny, ¢i makrolidy. (11)

Interferencia funkcnosti nukleovych kyselin

Utinné latky tejto skupiny sa viazu na gyrazu alebo topoizomerdzu IV, &m
narusuju Struktaru nukleovych kyselin. Pripadne mo6zu priamo spdsobit zlomy na
DNA. (4) Prikladom je rifampin, ktory inhibuje RNA-polymerazu a brani
vytvoreniu mRNA pri transkripcii. Chinolénové antibiotikd zase brania replikacii
DNA, kedy je zabrdnené jej usporiadaniu v bunke v rdmci nukleoidu a bunka

nasledne praska. Ich ti¢inok je baktericidny. (1)
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2.2.2 Vybrané druhy antibiotickych preparatov

Peniciliny

Zaciatok pouzivania tychto latok sa datuje do vojnového obdobia 40-tych rokov
minulého storocia. Vo vSeobecnosti su to i€inné antimikrobidlne latky, ale zaroven
st jednoducho Stiepené posobenim bakteridlnych f-laktamaz (penicilinaz), ¢im sa

rozvinula pocetna rezistencia. (10)

Spolo¢nou struktarou penicilinov je 6-APA (6-aminopenicillanic acid) jadro.
Nevyhodou penicilinov je, ako bolo vyssie uvedené, nestabilita voci bakteridlnym
B-laktamazam, ktoré ich Stiepia a tiez silné alergickeé reakcie. K prvym antibiotikdm
vObec patri benzylpenicilin (penicilin G), ktory bol ucinny Specificky na G*

baktérie. (1)

Peniciliny patria medzi baktericidne antibiotikd. Napdjaju sa na Specificky
protein viazuci penicilin (PBP, penicillin binding protein), ¢o vedie k inhibicii
syntézy retazcov peptidoglykanov, ktorych hlavnou talohou je spevnenie bunkovej
steny, a to vedie k lyze bakteridlnej bunky. Maximalny tcinok penicilinovych
antibiotik je na rasttcich koldnidch, a preto nie je vhodné ich kombinovat s

bakteristatickymi antibiotikami. (10)

Peniciliny je dnes mozné rozclenit do 4 zdkladnych skupin:

e Zakladné peniciliny s tizkym spektrom ucinku, st citlivé na penicilinazu
a prikladom je penicilin G a V, ktoré posobia najma na G* baktérie. (11)

e DProtistafylokokové peniciliny (isoxazolylpeniciliny), ktoré st odolné voci
stafylokokovej {-laktamaze. Prikladom je oxacilin, ktory je zdkladnym
ATB pri vacsine stafylokokovych infekcii, ak nie je preukdzany MRSA -
methicilin rezistentny S.aureus. (11)

e Aminopeniciliny maji rozsireny uc¢inok na niektoré G- tycky. Pouzivaju

sa najcastejSie na liecbu respira¢nych a mocovych infekcii. Prikladom je
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ampicilin a amoxicilin, k aminopenicilinom s rezistenciou na (3-laktamazy
patria napr. ampicilin sulbaktam, ¢i amoxicilin klavulanat. (11)

e Protipseudomonadové peniciliny (karboxypeniciliny a ureidopeniciliny)
sa Sirokospektralne latky poOsobiace ina Pseudomonas aeruginosa

a prikladom je piperacilin a piperacilin tazobaktam. (11)

Cefalosporiny

Cefalosporiny patria k ATB s baktericidnym tucinkom, ich jadro tvori kyselina 7-
aminocefalospordnova. Viazu sa na iné miesto PBP a dezinhibuju aktivity
autolyzinov. Ich poOsobenie je teda baktericidne len pre baktérie, ktoré maju
autolyzin. Vyhodou je dobra ucinnost a nizka toxicita, preto sa casto vyuzivaju
v pediatrickej praxi a tieZ pri liecbe starSich osob. (10) Si pomerne stabilné a odolné
voci hydrolyze laktamazami. Neucinné st vSak na enterokoky, MRSA alebo na
baktérie s produkciou ESBLs (extended spectrum f(-lactamases — Siroké spektrum
B-laktamaz). Priich castom anevhodnom wuZivani vzrastd riziko dalSieho

rozSirovania baktérii s produkciou ESBLs, a tym i rezistencie. (11)

V sucasnosti su cefalosporiny zaradzované do 5 generdcii. V rdmci klinického
vyuzitia sa vSak zatial vyuzivaju len Styri. Pripravky 5.generdcie su v Stadiu
klinickych skusok (ceftobiprol, ceftarolin) a vyznacovat by sa mali vySsou

ucinnostou proti pseudomonadam a niz$im vyskytom rezistencie (10):

1. generdcia ma ucinok na stafylokoky, ktoré nie su rezistentné na oxacilin,
streptokoky a pneumokoky citlivé na peniciliny, prikladom je cefazolin.
(11)

2. generdcia mda, oproti prvej, rozsireny ucinok na niektoré G- baktérie
vratane hemofilov, prikladom je cefuroxim. (11)

3. generdcia ma vysoku aktivitu na G- baktérie (okrem Pseudomonas
aeruginosa), prikladom je cefotaxim. Pri infekcii pseudomonddami sa

vyuziva ceftazidim. (11)
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4. generacia spaja ucinok na G* a G baktérie a ma vyssiu odolnost voci

rezistencii, prikladom je cefepim. (11)

Karbapenémy

Sa dalSou skupinou p-laktamovych ATB podsobiacich na bunkovu stenu. Su
pomerne dobre odolné voci p-laktamdzam. Maju Siroké spektrum ucinku na
aerdbne ianaerdbne baktérie. PouZivaju sa ako rezervné antibiotické latky pri
liecbe tazkych nemocnic¢nych infekcii. Nie st vSak u¢inné na MRSA a enterokoky.
Ich nadmerné uZzivanie je rizikové pre zvySenie selekcie prirodzene rezistentnych
kmernov a naslednému vzniku ziskanej rezistencie u inych. (11) Ich ucinok je tiez
toxickejsi, napr. nefrotoxicite imipenému sa musi predchddzat intravenoznym
podanim s cilastinom. Dal$imi prikladmi tychto antimikrobialnych latok st

meropeném a ertapeném. (10)

Glykopeptidy

Glykopeptidy patria medzi baktericidne ATB s mechanizmom inhibicie
bunkovej steny, kde blokuju posledny krok tvorby peptidoglykdn-pentapeptid-
pentaglycinového retazca. To vedie k inhibicii syntézy bakteridlnej steny. (10) Maju
velky vyznam pre ich ti¢innost na kmene MRSA a pri liecbe tazkych seps a
endokarditid. Ich uzivanie v§ak musi byt kontrolované kvoli toxicite. (11)
Prikladom je dnes ¢asto vyuzivany vankomycin, ktory méa ale pomerne tizke
spektrum tcinku, a to na G* baktérie. K najvyznamnejsim vedIaj$im téinkom patri

generalizovany erytém, nefrotoxicita a ototoxicita. (10)

Aminoglykozidy

Su baktericidnymi antibiotikami, ktoré sti najicinnejsie na enterobaktérie,
pseudomondady astafylokoky. (11) Mechanizmom tucinku je inhibicia
proteosyntézy, kedy sa viazu na malt podjednotku ribozémov, a tym blokuja
iniciaény komplex. To vedie kchybnému ¢&itaniu transkriptu a vytvaraniu

nespravnych bielkovin. (1)

22



Su vyuzivané najmd v nemocnicnej starostlivosti. Patria sem prirodzené latky
(napr. streptomycin, gentamicin, kanamycin, tobramycin), ale aj polosynteticky
pripravené farmaka (napr. amikacin, netilmicin). Ich Struktaru vacésinou tvoria
konjugaty aminoglykozidovych a aminocyklitolovych Struktar. Nevyhodou je
nutnost parenteralneho podania, nakolko ich perordlne vstrebanie nie je mozné.

(10)

Tetracykliny a glycylcykliny

Obe patria klieCivam s bakteristatickym ucéinkom a k inhibitorom
proteosyntézy. Napajaju sa na malti podjednotku ribozémov a brdnia naviazaniu
aminoacyl-tRNA, ¢im sa znemoZni proteosyntéza. Ich vyhodou je schopnost
prechddzat traviacim traktom (moZnost uzivat ich peroralne) a tieZ ich Siroké
spektrum uéinku. Kvoli tomu sa casto predpisovali, ¢im vznikla rezistencia
avyznamne sa poskodzovala prirodzend mikrofléra pacientov. (1) Era
tetracyklinov je preto dnes skor minulostou. Jadrom tetracyklinov tvori
tetracyklus, na ktory sa ndsledne viazu rdzne radikdly. Negativom je casta

tendencia k tvorbe cheldtov, ¢im vznikaju tazko rozpustné soli. (10)

Glycylcykliny nadvdzuja na tetracykliny ast pouZzivané pri infekcidch
MRSA,VRE (vankomycin rezistentné enterokoky), baktériami s produkciou ESBLs
apod. (1) Ich vyhodou je, Ze predchadzaju rozvoju rezistencie, nakolko
ovplyvniuju eflux antibiotika von z bunky. (10) Vyznamnymi zdstupcami v praxi su

doxycyklin a tigecyklin. (11)

Makrolidy
Patria k bakteristatickym ATB aich ucinok spociva v inhibicii proteosyntézy
v bunke. Posobia na 50S podjednotku ribozomov, kde sa naviazu a znemoznia

tvorbu peptidickej vazby medzi aminokyselinami. (1)
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Typickt Struktaru makrolidov tvori makrocyklicky laktén so 14-clennym
(erytromycin, klaritromycin a diritromycin), 15-¢lennym (azitromycin) alebo 16-

¢lennym kruhom (josamycin, spiramycin a ostatné makrolidy). (10)

Vo vSeobecnosti sa makrolidy pouzivaju pri IahSich aZ stredne zavaznych
infekcidch v ambulantnej terapii. (10) Pouzivaju sa v boji s G* aniektorymi G-
baktériami, pre G tycky, enterokoky a anaerébne mikroby st neucinné. Aj u tejto
skupiny ATB je riziko rychleho narastania rezistentnych kmerov. Pri ich uzivani je
tiez nutné sledovat ich hladinu, nakolko maju tendenciu kumulovat sa

v tkanivach. (11)

Erytromycin, ako zastupca tejto skupiny, sa izoloval uz v polovici 20.storocia.
Nasledne sa vyvinulo niekolko generacii makrolidov, aby sa zlepsil

farmakokineticky profil a rozsiril ich téinok:

1. generdcia — erytromycin, spiramycin, oleandomycin, josamycin.
2. generdcia — roxitromycin, klaritromycin, diritromycin, azitromycin (azalid).

3. generdcia — telitromycin (ketolid). (10)

Linkozamidy

Su bakteristatické liecivd, ktoré inhibuju proteosyntézu v bunke, najma syntézu
niektorych toxinov (vyuzitie proti stafylokokovému alebo streptokokovému
toxickému Soku). Ich Struktdru tvoria aminokyseliny naviazané na
aminosacharidy. Vyhodna je ich lipofilita, takze lahSie prenikaju do tkaniv a

buniek. (10)

VyuZitie je pri infekcii G* kokmi a anaerdbmi. Vyhodou je moZnost ich pouZzitia
v oblastiach, ktoré st tazko dostupné pre P-laktamové latky. Rezistencia vsak
vznikd velmi rychlo. Prikladom je klindamycin alebo linkomycin. (11) Klindamycin

je liekom prvej volby pri liecbe stafylokokovych infekcii, kedze aj kmene MRSA st
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nartho dostatocne citlivé. VedIajsim tuc¢inkom urizikovych pacientov je

pseudomembrandzna kolitida. (10)

Oxazolidinény
Maja bakteristaticky tucinok a patria rovnako kinhibitorom proteosyntézy.
Ovplyviuja 50S podjednotku ribozémov tak, Ze brdnia tvodnej casti translacie.

Nebola zistend skrizena rezistencia s inymi ATB. (10)

Ucinnost je najmid na G* aerébne baktérie. Vdaka svojej Struktire a malo
rozsirenej rezistencii si u¢inné aj na rezistentné kmene (MRSA, VRE, ¢ penicilin
rezistentné pneumokoky). Z tohto dovodu st vyuzivané ako alternativna liecba pri
nemocniénych infekcidch, kedy nie je mozné pouzit iné lieky. Prikladom je

linezolid. (11)

Chinolony

V dnesnej dobe sa vyuZivaju najma derivaty s flu6rom, ktoré patria k novsim
generaciam chinolénovych lie¢iv. Mechanizmom tcinku je ovplyvnenie funkcie
enzymov ako DNA-gyraza, ¢ topoizomeraza IV, ktoré sa zodpovedné za
Struktaru nukleovych kyselin. Po interakcii s lie¢ivom sa DNA nedokdaze vratit do
nativneho stavu a bunka nie je schopna dalSej existencie. Ucinok je tak

baktericidny. (10)

V klinickej praxi sa vyuzivaju najmé ofloxacin a ciprofloxacin, ktoré sa dobre
distribuuji do celého systému amaju vysoku biologicki dostupnost pri
perordlnom podavani. Nie je mozné ich pouzitie u deti a je nutnd kontrola ich
uzivania kvoli vzniku rezistencii. Patria k Sirokospektralnym latkam, ktoré sa casto

vyuzivaju k liecbe respira¢nych ochoreni (najma nozokomialnych pneumdnii). (11)
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2.2.3 Rezistencia baktérii

Antimikrobidlna rezistencia je vlastnost mikroorganizmov, ktorou odolavaju
ucinku jedného alebo viacerych antibiotickych preparatov. Dosledky rezistencie
mozu byt vazne, nakolko ovplyviiuju nielen beznu lekdrsku prax, ale i liecbu
po zlozitych chirurgickych zasahoch, transplantaciach, ¢i pri liecbe rakoviny, kedy
su pacienti oslabeni. (12) Rezistencia je pritom vysledkom vyvoja, kedy sa v
baktériach vyvinuli genotypové a fenotypové znaky, ktoré im umozZnuja odolat

negativnemu ucinku ATB. (4)

Jednotlivé druhy baktérii mdézu byt sucdasne rezistentné na viaceré typy
ucéinnych latok. Ak ide o pribuzné ATB, moze ist o skrizené rezistencie, u roznych
typov ATB ide skor o kumuldciu mechanizmov rezistencie. Selekénym tlakom
antibiotik sa postupne vyvijaja prirodzene rezistentné kmene, ktoré nasledne tato
vlastnost rendsaju na svoje potomstvo — vertikdlny prenos. Gény rezistencie sa
véak moéZzu prendsat ihorizontdlne - zbunky na bunku transdukciou,
transformaciou a konjugdciou, ako to bolo uvedené v kapitole 213. (4)
Vyznamnym markerom prenosu rezistencie baktérii je ich prenos medziludskym

kontaktom. (10)

Prirodzenti odolnost baktérii vocéi antimikrébnym preparatom spdsobuje

niekol'ko roznych biochemickych mechanizmov:

1. Produkcia enzymov, ktoré rozrusia alebo modifikuju antibiotick latku.
Modifik4cia cielového miesta posobenia ATB.

Modifikacia metabolizmu baktérii.

L

Bakteridlny eflux ako prevencia kumulécie skodlivych latok. (13)
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Tabulka 1: Problémové rezistencie baktérii na antibiotikd. (upravené podla zdroja: 10)

Bakterialny kmen Antimikrobidlna latka | Mechanizmus rezistencie
tistafylokokové 5 A kod 7
Staphylococcus aureus protista .y-o’ okové Génom Ir.1?c , o6dovany
peniciliny odlisny PBP.
P 5 laktama
Klebsiella pneumoniae a cefalosporiny v1jenos, genov.-a an,lil_zy 50
Escherichia coli 3.generdcie sirokym spektrom tcinku
8 (ESBL).
Gén KPC kodujuaci

. . . , rezistenciu na meropeném,
Klebsiella pneumoniae | meropeném, imipeném ., o
uloZeny na mobilnych

elementoch.

Prijatie génu kodujiaceho
Enterobacteriaceae sp. fluorochinolony tvorbu proteinov Qnr
(quinolone resistance)

Prijatie integronu IMP

Pseudomonas aeruginosa . 1 .
meropeném kodujticeho gény pre

a Acinetobacter sp.

multirezistenciu

2.2.4 Swurveillance

Pri¢iny rezistencie si casto u jednotlivych druhov rovnaké i v rdznych
oblastiach sveta. Napriklad u kmenu S. aureus je rezistencia na B-laktdmové ATB
sposobend pritomnostou génu mecA, rezistencia pneumokokov na peniciliny je
sposobend zase mutaciou génu pre alternativny PBP a pod. Pri¢inou rastticeho
poctu rezistentnych kmenov je tiez nizka tiroven hygieny, migracia obyvatelstva, ¢i

neuvazené pouzivanie antimikrobialnych latok. (11)

Prave kvoli rozsireniu multirezistencie vzniklo vo svete mnozstvo narodnych a
medzindrodnych systémov pre jej monitoring. Ten spociva v zbierani dat, ich
analyze aprezentdcii. Tieto informdcie sa potom dostadvaju k lekdrom a

zdravotnikom v jednotlivych krajinach. (4)

Surveillance sa uskutofniuje na miestnej (situdcia v nemocniciach), Statnej
(organizovana zdravotnou sluzbou) a globalnej trovni (epidemiologicky prieskum

vytipovanych kmeniov). V Eurdpe je tento monitoring uskutoc¢fiovany Eurdpskou
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sietou antibiotickej rezistencie (EARSS). Ta spracovava a analyzuje data

kazdorocne a vysledky st dostupné na ich webovych strankach. (4)

Program pre surveillance nozokomidlnych nékaz je urceny na sledovanie vzniku
a Sirenia infekcii v prostredi nemocnic. Tiez pomaha urcit opatrenia na potlacenie
a elimindciu tychto ndkaz. Je to velmi flexibilny program, neustdle sa rozvija

a meni v dosledku novych poznatkov, novych pristrojovych vybaveni a metod. (14)

Surveillance m4 mat represivny a preventivny charakter. Represivne opatrenia
slizia na likvidaciu ohnisk nakazy, ktoré uz v zariadeni vypukli. Takyto vyskyt je
nutné nahldsit (podla vyhlasky 306/2012 Sb.), pacientov izolovat a preliecit.
Nasledne je nutné izolovat aj agens ndkazy, zistift jeho antibiogram a dalsie
vlastnosti. Samozrejmostou je dezinfekcia ohniska nakazy a odstranenie
kontaminovanych predmetov. Ulohou preventivnych opatreni je predist vzniku
a Sireniu infekcii. Ide najma o zavedenie protiepidemiologického a hygienického

rezimu, ktory je popisany v prevadzkovom poriadku zariadenia. (14)

2.3 Nozokomidlne nakazy

Nemocni¢nou ndkazou (NN), resp. hospital-acquired infection (HAI), sa mysli
ochorenie exogénneho alebo endogénneho povodu, ktoré vzniklo pobytom osob v
zdravotnickom zariadeni. Nie st to len infekcie, ktoré vznikli v priebehu
hospitalizacie, ale aj infekcie, ktoré sa prejavia az po ukonceni hospitalizacie
a prepusteni pacienta do domadcej liecby, pripadne po preloZeni pacienta na iné

oddelenie zdravotnickeho zariadenia (ZZ). (13)

Nepatria sem ochorenia, s ktorymi je pacient prijaty do zariadenia alebo tie,
ktoré sa v nemocnicnom prostredi len manifestuju. TieZ sem nepatria nakazy

nemocni¢ného personalu, ktoré vzniknu pri vykone ich povolania. (15)
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VZZ, ako ohrani¢enom ekosystéme, sa uplatiiuji iné podmienky ako
v komunitnych ¢i prirodnych systémoch. Zakladnym znakom je vysSia rezistencia
agens na antimikrobidlne pripravky a dezinfekcid. Tieto vlastnosti sa prenasaju
plazmidovou DNA na iné nepatogénne alebo podmienene patogénne kmene, ktoré
sa nasledne stavaju stcastou nemocnicnej flory. Vyznamnym faktorom tiez byva,
Ze hostitelom uz nie je zdravy jedinec, ale osoba so znizenou imunitou, ktora je
vystavend réoznym terapeutickym a diagnostickym postupom. (16) V poslednom
obdobi st NN pri¢inou rastiicej morbidity a mortality vo svete. Vazny dopad
nozokomiélnych infekcii je najmi v predizeni hospitalizicie pacientov, a tym
zvySenia ndkladov na ich liecbu. (13) TiezZ maju velky vplyv na emociondlnu a
zdravotnu strdnku pacienta a niekedy mozu viest k zhorSeniu jeho kvality Zivota.

(17)
NN mozeme rozdelif na infekcie:

e Nespecifické, ktoré odrazaju epidemiologicku situdciu v zdravotnickom
zariadeni (chripky, hnacky...) a Specifické, ktoré vznikli v dosledku
diagnostického alebo terapeutického zdkroku a stvisia s oSetrovanim
pacienta. (16)

e Endogénneho charakteru, pricom vtomto pripade ide o agens
z pacientovej mikroflory. Ochorenie nema inkubacnti dobu, nie je
nakazlivé v beznom slova zmysle a nevznikd voci nemu imunita. (16)

e Exogénneho charakteru, kedy ide o prenos na alebo do tela pacienta
z vonkajsieho prostredia, resp. zdroja ndkazy. Pricom zvacSa plati, Ze do
piateho dna hospitalizdcie sa uplatiuji najmd endogénne nakazy

a neskor nakazy exogénneho povodu. (16)

Z dovodov uvedenych na zaciatku kapitoly by povodcovia NN mali byt rychlo
identifikovani, najmd v pripade hromadného vyskytu. Zdkladom je urcenie

mikroorganizmu stanovenim jeho morfologie, biochémie a metabolickej aktivity.
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Dalej sa vyuZivaju typizatné metddy (sérotypizacia, fagotypizacia, stanovenie
toxinov...) a hlavne stanovenie citlivosti na dezinfekéné prostriedky a antibiotika,
¢i chemoterapeutikd. V dnesnej dobe je mozné vyuzitie modernych molekularnych

typizacnych metdd, ¢i genotypizacie.

2.3.1 Epidemioldgia nozokomialnych infekcii

Epidemiolégia infekénych ochoreni skiima zakonitosti a vztahy medzi faktormi
vyvolavajucimi ochorenie, prostredim a hostitelom. Sirenie ndkazy sa nazyva tiez

epidemiologicky proces a charakterizuje ho:

e pritomnost zdroja povodcu ndkazy;
e prenos nakazy;

e pritomnost vnimavého hostitela. (6)

Zdroj nakazy

Najcastejsimi zdrojmi nemocniénych infekcii byvaja pacienti alebo zdravotnicky
personal, menej casto to moze byt i navstevnik ZZ alebo ina osoba, ktora pride do
kontaktu s pacientom. Je mozZny tieZ kontakt s kontaminovanou vodou, podou ¢i

potravinami. (15)

Pacient ako hlavny zdroj ndkazy v ramci HAI moze byt nebezpecény pre seba,
kedy sa infikuje svojou vlastnou prirodzenou mikroflérou, ale aj pre iné oslabené
osoby vo svojom okoli. Eliminacia takého zdroja je takmer nemozna. Dal$im
Castym zdrojom ndkaz je persondl nemocnice, bud ako prendsacdi ochoreni bez
zjavnych priznakov alebo nespravnou resp. nedostatoénou hygienou ruk

a naslednou kontaminaciou okolia. (11)

U zdroja ndkazy je ddlezité, akou formou prebieha ochorenie. Najjednoduchsia
je diagnostika a liecba manifestnej infekcie, nakolko je mozna rychla identifikdcia

priznakov. Nebezpecné su v tomto pripade skor atypické priznaky, ktoré nemusia
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byt vcas diagnostikované a dosledkom je neskoré zavedenie pripadného
protiepidemiologického rezimu. Dalsim nebezpeénym zdrojom nékazy je
prenasac. U nosicstva je typické, Ze osoby prendsaju a vylucuju infekéné agens bez
zjavnych priznakov ochorenia. Nosicom moze byt asymptomaticky clovek, osoba

v inkubacnej dobe, nosici rekonvalescentni a chronicki nosici. (15)

Prenos nakazy
Prenos zdroja nakazy na vnimavého jedinca je uludi moZny niekolkymi
branami vstupu - koZou, sliznicami dychacieho traktu, alimentdrnou cestou,

spojivkou a urogenitalnym traktom. (16)

NajcastejSou cestou prenosu agens v ZZ je prenos priamym alebo nepriamym
kontaktom, pricom tato cestu je mozné jednoducho eliminovat dodrziavanim
pravidiel dezinfekcie a dekontamindcie. Prenos kvapdc¢kami sa tyka skor prenosu
virusovych respira¢nych ochoreni. Prenos krvou je vyznamny najma u niektorych
virusovych ochoreni a nastdva pri poraneni sa ostrymi predmetmi, ktoré boli
kontaminované krvou infikovanych osob. Specifickym druhom prenosu infekcie je

prenos endogénny, kedy rezervoarom infekcie je samotny pacient. (11)

Najvyznamnejsou branou vstupu infekcie je koza, najma ak je jej celistvost
narusend. (15) Vo vaddSine pripadov sa mikrobidlna infekcia obmedzi len na

epitelidlne bunky, ale je mozné i d'alSie rozsirenie na iné Casti tela hostitela. (6)
Prenos nakazy prebieha:

e Priamo - typickd je pritomnost zdroja nakazy a hostitela stcasne na
jednom mieste. Infekcia sa pritom prendsa z brany vystupu infikovaného
jedinca na branu vstupu vnimavého jedinca. K priamemu prenosu
dochadza najcastejsie kontaktom sliznic, ¢i kvapockovou infekciou. (16)

e Nepriamo — ide o prenos sprostredkovany, nie je preto potrebna stucasna

pritomnost hostitela azdroja ndkazy. Prenos nastidva kontaktom
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vnimavého jedinca s kontaminovanymi predmetmi, vodou, pddou ci

potravinami, vzduchom alebo prostrednictvom vektora. (16)

Vnimavy jedinec

Vnimavy jedinec je poslednym clankom v Sireni infekcie, pricom o vnimavosti
0s0b pri expozicii infekénému agens mozZe rozhodovat viacero faktorov. Nemusi
totiz vZzdy dojst kinfekcii a zaroven, infekcia eSte nemusi znamenat ochorenie

alebo jeho manifestéciu. (6)

V pripade, Ze je vnimavym jedincom pacient ZZ, je nutné venovat pozornost
Specifickym rizikovym faktorom, ktoré tato skupinu odliSuju od beZnej populacie.
Pri expozicii pacientov rovnakému patogénu je reakcia nanho rdézna a infekcia
bakteridlnym kmeniom sa prejavi len u casti kolonizovanych osob. Hlavnym

rizikovym faktorom je v tychto pripadoch stav obranyschopnosti pacientov. (11)

Imunita pacienta je ovplyviiovand hlavne extrémom vo veku pacienta —
ohrozeni st novorodenci, ktori eSte nemaju dostatocne vyvinutti obranyschopnost
astar$ie osoby, ktori uz imunitu nemusia mat dostatotne funként. Dal$im
faktorom je stav, v ktorom je pacient do ZZ prijaty. Akutne stavy, ¢i chirurgické
zasahy zniZuja obranyschopnost chorého (napr. naruSenim prirodzenych
ochrannych bariér). PouZivanie antimikrobidlnych preparatov pri lie¢be nasledne
vyvija selekény tlak na mikroorganizmy, ¢o je dal$im rizikovym faktorom pre
vzplanutie infekcie. Komorbidity a malnutricie mozu tiez zvySovat predispoziciu
k vzniku naslednych ochoreni. V neposlednom rade st ohrozeni i pacienti
s umelymi implantatmi alebo so zavedenymi katétrami, plicnou ventilaciou a pod.

(11)

Sledovanie nakaz v nemocniciach
Cielom epidemiologického sledovania NN je objasnenie

etiologie, epidemiologickych charakteristik tychto ochoreni, overenie hypotéz
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vytvorenych na zdklade predchddzajucich poznatkov anasledné zavedenie

protiepidemiologickych opatreni. To sa deje troma zakladnymi metédami:

1. Deskriptivna metdda — zaobera sa frekvenciou NN a dynamikou ich
zmien, sleduje ich chorobnost, umrtnost asmrtelnost. Je dolezité
charakterizovat nakazené osoby, miesta a ¢as vyskytu ndkaz (epidemicky,
endemicky alebo len sporadicky vyskyt).

2. Analyticka metdda — overuje hypotézy vytvorené na zadklade vysledkov
deskriptivnych metod. Sledovanie prebieha na skimanej a kontrolnej
skupine. Tieto metédy modzu byt bud longitudindlne (prospektivne alebo
retrospektivne) alebo prierezové.

3. Experimentdlna metdda — overuje vysledky analytickych metdd tym, Ze sa
uskutocni zasah, ktorého ucinnost sa nasledne skiima kvoli moznosti

budtcej prevencie. (15)

Na stadium tychto metdd sa vyuzivaju incidenéné a prevalencné studie. Pricom
incidencné Studie (sleduje sa vyskyt ochoreni) patria k najspolahlivejsim
a najpresnejsim, ale st ¢asovo, persondlne a financne narocné. Prevalenc¢né studie,
naproti tomu, poskytuju okamzity obraz o vyskyte NN v zdravotnickom zariadeni,

su teda rychle, nenaroc¢né a lacné. (16)

2.3.2 Vybrani povodcovia nemocni¢nych nakaz

Rozvoj infekéného procesu je vztahom dvoch odlisnych biologickych systémov
— makroorganizmu a mikroorganizmu s r6znou mierou invazivity a patogenity.
Zastupenie jednotlivych druhov mikrobov v rdmci NN sa liSi podla typu infekcie
alebo typu oddelenia, v ktorom infekcia prebieha, hygienickymi podmienkami
a pod. Za najcastejSich povodcov st vsak podla Statistik povazované stafylokoky,
streptokoky, rod  Enterobacteriaceae, pseudomonady a sporulujuce alebo
nesporulujlice anaerébne baktérie. U vysoko vnimavych jedincov sa musi ratat aj
s inymi beZne nepatogénnymi kmenmi. (15)
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Methicilin rezistentny Staphylococcus aureus

S.aureus je G* fakultativne anaerdbna baktéria, ktord méZe byt beznou sucastou
mikroflory cloveka, ale aj posobit ako patogén. Ndstrojmi virulencie s najma
povrchové proteiny, ktoré ulahcuju adhéziu, protein A alebo proteiny brédniace
fagocytoze. Zaroven su tieto baktérie schopné produkovat inhibitory chemotaxie
buniek — leukocidiny, ktoré napomahaja Sireniu infekcie. DoleZitym faktorom
virulencie je tiez produkcia penicilindzy, ktora hydrolyzuje peniciliny a brani im
tak v naviazani na PBP. Z tohto dovodu bolo zavedené uzivanie methicilinu (u nas
oxacilinu), ktorého velké bo¢né retazce branili pdsobeniu penicilindz. Uz v 60-tych

rokoch sa vSak objavili kmene rezistentné i na toto antibiotikum. (18)

Rezistencia k methicilinu spociva v tom, Ze baktéria produkuje novy protein pre
vazbu penicilinu, ¢o je zakddované v géne mecA, ten sposobi v kone¢nom dosledku
znemozZznenie ucinnosti antibiotika. V tomto pripade to vSak znamena rezistenciu
na vsetky pB-laktamy. (14) Lieky potrebné na liecbu infekcii MRSA su preto drahSie,
maju vyraznejSie vedlajSie ucinky a ich uzivanie je nutné zodpovedne monitorovat.

(19)

Prenos MRSA je najmad priamym kontaktom s infikovanym tkanivom alebo
s kolonizovanou osobou. V rdmci NN spdsobuju tieto baktérie kozné infekcie,
gastroenteritidy, pneumonie, infekcie mocovych ciest, endokarditidy i
bakterémie. ZvySené riziko infekcie maju pacienti imunosuprimovani, diabetici,
pacienti na dialyze, po chirurgickom zdkroku, sumelou ventildciou alebo so
zavedenymi katétrami. Kultivacia sa vykondva z krvi, sputa, moc¢u alebo stery
z infikovanych casti tela. Vytery znosa sa vyuzivaji na skrining mozZnej

kolonizacie pacientov, a teda minimalizovanie rizika nosic¢stva. (18)

Vankomycin rezistentné enterokoky
Enterokoky su G* fakultativne anaerdbne baktérie, ktoré su beznou sucastou

bakteridlnej mikrofléry cloveka. Su to velmi odolné a nendroc¢né organizmy. Su
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castymi povodcami nozokomidlnych mocovych infekcii, infekcii chirurgickych ran
a krvného rieciska. Pricom tieto infekcie mozu byt endogénneho i exogénneho

povodu. (14)

U enterokokov sa rozsirila rozsiahla ziskana rezistencia na penicilin, ampicilin,
aminoglykozidy ¢i glykopeptidy. (18) Rezistencia na vankomycin je spajana najma
s génovymi kazetami vanA a vanB, ktoré sa casto vyskytuju v plazmidoch. Pricom
pri rezistencii na vankomycin, u tychto baktérii, nebola dokazana mutacia de novo
ani pod selekénym tlakom antibiotik. (20) Ide o gény kddujace ligdzu, ktora pri
syntéze bunkovej steny zacleni D-laktat namiesto D-alaninu, ¢im je podstatne
znizend afinita na vankomycin. Rezistencia na vankomycin je nebezpecna
z klinického, ako aj z epidemiologického hladiska, nakolko je mozny jej prenos

plazmidmi na iné enterokoky ako aj na iné druhy baktérii (napr. stafylokoky). (14)

Pre diagnostiku enterokokov sa vyuziva kultivacia zo vzoriek ako krv, mo¢ a iné
telesné tekutiny. RychlejSou cestou je dnes diagnostika a skrining prostrednictvom

PCR metod zo sterov analneho otvoru alebo zo stolice. (18)

Clostridium difficile

Clostridium difficile si G* anaerobne bacily, pomerne naro¢né na kultivaciu, ktoré
dokaZu existovat vo vegetativnej forme, v ktorej produkuju toxiny a dormantnej
forme vysoko rezistentnych spor. (21) V ramci aktivnej formy tvoria 2 toxiny — A
(enterotoxin) a B (cytotoxin) — tie su povazované za hlavné faktory virulencie.
Specificky sa viazu na epitelové bunky tenkého ¢reva, kde sposobuju zapalové

reakcie a poskodenie mukdzy criev. (22)

V sucasnosti patria k vyznamnym povodcom nozokomidlnych ndkaz, kedy
pacientom sposobuju infekcie roznej zavaznosti. Tato baktéria je prirodzene
rezistentnd vo¢i mnohym antibakteridlnym latkam, c¢o liecbu ochorenia

komplikuje. Infekcie sa moézu prejavit ako bandlna hnacka, ale aj ako zivot
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ohrozujtiice ochorenie, ktoré sprevadza paralytické ileum a bolestivé rozopnutie
tra¢nika. Dalsou formou ochorenia je rekurentna kolitida s opakovanymi hnackami
alebo pseudomembranodzna kolitida. Neprijemnostou je najma komplikacia vo
forme relapsov (kvoli tvorbe spor), kedy sa infekcie moZu opakovat az do vysilenia

pacienta. (22)

Pri diagnostike je preferované vysetrenie aspon 2 testami, a to vySetrenie stolice
pre pritomnost GDH (glutamatdehydrogenazy) a toxinov A,B, pomocou enzymo-
imunoeseje (EIA). Je moZzné eSte konfirmacné vySetrenie PCR metodou

a kultivaciou stolice. (22)

Rod Enterobacteriaceae

Patria ku G- nesporulujucim ty¢kdm, pricom jednotlivé druhy je narocné medzi
sebou morfologicky odlisit. Kultivacia je moZnd na vddSine beznych
mikrobiologickych pdd. Rod Enterobacteriaceae je spojeny s gastrointestindlnym
traktom, kde casto prezivaju ako komenzdlne baktérie, ich patogenita sa

medzidruhovo znacne lisi. (23)

Epidemiologicku ddlezitost v ramci NN maju najma Klebsiella sp, ¢i Escherichia
coli. V poslednych rokoch sa utychto organizmov vyskytol vzostup ziskanej
rezistencie na peniciliny alebo cefalosporiny, a to hlavne vdaka génom koédujtcich
Sirokospektré B-laktamazy (ESBLs). Pre ich schopnost rozlozit vacésinu p-laktamaz
sa zacali vyuzivat karbapenémové ATB, voci ktorym sa vSak uz v 90-tych rokoch
tiez vyvinula rezistencia — karbapeném rezistentné enterobaktérie (CRE). Tato
rezistencia zahfna produkciu heterogénnej skupiny latok — Klebsiella pneumoniae
karbapenemaza (KPC), oxicilindaza 48 (OXA-48), New Dalhi metalo-f3-laktamazy
(NDM), ¢i v integrone zakodované metalo-f-laktamézy objavené vo Verone (VIM).

(24)
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E.coli st beznou sucastou mikroflory cloveka, ale zaroven patria k castym
pricindm nemocni¢nych i komunitnych mocovych infekcii a bakterémii. Infekcie
spOsobené kmenmi E.coli s spdjané tieZ so spontannymi, ako aj post-
chirurgickymi peritonitidami, infekciami koze a makkych tkaniv a neonatalnymi
meningitidami. Za zniZenim ucinku Sirokého spektra penicilinovych ATB u tohto
kmena stoja najma gény TEM a SHYV, zatial ¢o za rezistenciou na cefalosporiny
stoja gény ESBLs. ZvySenu doleZitost ma dnes i sledovanie kmenov rezistentnych

na karbapenémy, aj ked v Eurdpe je ich vyskyt malo casty. (12)

Klebsiely st castymi kolonizatormi gastrointestinalneho traktu, ale v ramci NN
sa Casto vyskytuja v hornych dychacich, ¢i v mocovych cestach pacientov. Prenos
nastava priamym kontaktom s infikovanou osobou alebo tiezZ kontaminovanymi
rukami zdravotnickeho persondlu. Rezistencia tohto druhu baktérii je zaloZena
najma na ziskani zvyhodnujiceho znaku vo forme plazmidu. Avsak odolnost voci
aminopenicilinom maju zakédovanu uz prirodzene vo svojej genetickej vybave.

(12)

Pseudomonady

Pseudomonas aeruginosa je bezne pritomnd vo vodnom prostredi v prirode. Pre
rastliny, zvieratd aludi je =zvddsa len prilezitostnym patogénom,
u hospitalizovanych pacientov vSak sposobuje zdvazné infekcie. Ide vo velkej
miere 0 nemocnicné pneumonie, bakterémie ¢i infekcie mocového traktu. Taktiez
sa Casto nachddza u pacientov s popdleninami a je ndrocné ju eradikovat, nakolko
je prirodzene rezistentna vo¢i mnohym druhom ATB. (12) Obsahuje gény pre
efluxné pumpy, gén AmpC, ¢i mutdcie v génoch pre gyrdzu a topoizomerazu IV.
(20) Kvoli vysokému stupiiu multirezistencie ostalo len velmi malé mnozstvo
liekov, ktoré st pouzitelné pre liecbu infekcii touto baktériou. Z tohto dévodu je
nutné pristupovat velmi opatrne pri vybere azavadzani novych druhov

antipseudomondadovych antibiotik. (25)
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Sledovanie rezistencii u vSetkych kmenov pseudomondd, acinetobakterov
a klebsiel zahfria kontrolu rezistencie na gentamicin, ciprofloxacin, imipeném alebo

cefotaxim. (14)
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3 CIL PRACE

Cielom tejto bakaldrskej price je popisat metodiku identifikicie baktérii
v klinickom  laboratoriu a zhodnotit  laboratérne wvysledky ovyskytu
rezistentnych kmeriov, ktoré figurovali ako povodcovia nemocnicnych nikaz
v ddtach laboratorii klinickej mikrobiologie Synlab v Prahe za obdobie roku

2016.
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4 METODIKA

Diagnostika v mikrobioldgii je zamerana na dokaz povodcu infekcie, izolaciu
tohto povodcu ajeho identifikaciu. (6) Tento proces ma Standardne niekolko

krokov:

e Odber materidlu — v pripade NN sa uskutocriuje zvacsa pri lozku
pacienta.

e Mikroskopické vySetrenie — pouZiva sa najma pri tekutych materidloch
(napr. hemokultury).

e Kultivacia — ockovanie vzoriek na zivné pody v zniZujicej koncentracii,
inkubdcia a identifikacia.

e Biochemické testy — dokaz uredzy, oxidazy, kataldzy a inych latok pre
dokaz metabolizmu baktérii.

e DPriame stanovenie — dokaz antigénov na povrchu baktérii, pripadne
dokaz toxinov.

e Identifikdcia prostrednictvom MALDI-TOFF.

e PCR - vyuzitie napr. pri POCT (vySetrenie pri 16zku) ako rychle
vySetrenie pre detekciu MRSA, C.difficile, VRE alebo norovirovych
infekcii (napr. GenExpert system).

e Testovanie citlivosti na ATB. (4)
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Obrdzok 3: Postup pri patrani po infekcnom agens [26]

Pricom nie je nutné vyizolovat a identifikovat vsetky organizmy vo vzorke.
Dolezita je ich klinicka relevancia, ktord sa urcuje po dohode klinickych

mikrobiologov s laboratériom. (26)

4.1 Gramovo farbenie a mikroskopické vysetrenie vzoriek

Pre pozorovanie preparatov mikroskopicky sa vyuzivaju rozne druhy farbiacich
technik, ktoré umoznia zviditeInenie a lep$iu identifikdciu jednotlivych druhov.
Aplikdciou zdkladnych druhov farbenia, ako je Gramovo, sa rozdeli vacSina

baktérii na 3 l'ahko odliSiteIné skupiny (ako bolo uvedené v kapitole 2.1.1).
Postup pri farbeni preparatov podla Grama:

1. Baktérie fixované na podloznom sklicku sa farbia trifenylmetanovym
farbivom (krystalova violet, gencianova violet, metylviolet) 2-3 mintty.
2. Preparat sa premyje vodou a ponori sa do Lugolovho roztoku po dobu 1-

2 mintut.
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3. Nasledne sa preparat premyje acetonom az do odfarbenia (priblizne 30
sekund) a znovu oplachne vodou.

4. Preparat sa po tomto kroku farbi safraninom alebo karbolfuchsinom asi 3
minuty.

5. Preparat sa oplachne vodou, necha sa oschnut aje pripraveny na

mikroskopovanie. (27)

Tymto postupom sa v protoplaste buniek vytvori komplex violete ajodu (v
Lugolovom roztoku). Bunky, z ktorych sa tento komplex nevymyje alkoholom sa
oznacuju ako G*. Tie, ktoré sa odfarbia a nasledne dofarbia kontrastnym farbivom

sa nazyvaju G (vid Obr.4). (27)

KEY
, ?' B Crystal violet

y H todine
' ' [] Alcohol
/ / I safranin

& Gram-positive
== Gram-n ive
> > y: ( egat
© Application of @ Application of © Alcohol wash © Application of
crystal violet iodine (mordant) (decolorization) safranin (counterstain)

(purple dye)

Obrazok 4: Vysledok farbenia podla Grama. [zdroj: hitps://go0.gl/UZcfo5]

4.2 Kultivacia

Kultivaény dokaz mikroorganizmov je dodnes zdkladnym a najcastejSim
sposobom ako zistit pdvodcu infekcie. Jeho nevyhodou je vSak zdihavé
prevedenie, ¢o je dovodom pouzivania rychlejSich priamych dokazov

(molekuldrno-genetické ¢i sérologické dokazy agens) popri tejto metdde. (28)
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Rozdelenie jednej baktérie v laboratérnych podmienkach trva zhruba 25-30
minat (v Tudskom tele je toto delenie brzdené vplyvom imunitného systému).
Nasledne rast pokracuje do vycerpania zivin alebo do prebytku toxickych
metabolitov. Na pevnych médidch tvoria baktérie po 24-hodinovom raste
individudlne kolonie, ktoré su viditeIné volnym okom. Koldnia je pritom zhlukom
buniek, ktoré vznikaji pomnoZenim zjednej baktérie alebo z menSieho poctu
baktérii (CFU - colony forming unit). Tvar, velkost, pigmentacia a iné
charakteristiky koldnii st variabilné a zavislé na druhu organizmu, ¢im moézu byt
jednym zrozliSovacich znakov. Z CFU je mozné baktérie izolovat a dalej
charakterizovat a diagnostikovat mikroskopickymi technikami, biochemickymi

alebo imunochemickymi testami pripadne hmotnostnou spektrometriou. (29)

Kultivacné pody sa odliSuju zloZenim - prirodzené alebo syntetické,
konzistenciou — tekuté alebo pevné a ticelom pouzitia — pomnozovacie, obohatené,
selektivne, selektivno-diagnostické, ¢i diagnostické. Dnes je mozné pouzitie
chromogénnych agarov (substrat pre baktérie je upraveny do formy chromogénu)

pre jednoduchsiu identifikaciu mikroorganizmov (vid Obr.5).

Obrdzok 5: Rast baktérii na chromogénnej pode UriSelect 4. (zdroj: vlastné)
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4.3 Identifikacia baktérii

4.3.1 Biochemické testy

Schopnost fermentovat rozne cukry, glykozidy, ¢i alkoholy sa vyuZziva pri
biochemickej identifikacii Enterobacteriaceae ako iinych druhov baktérii. TieZ sa
vyuziva oxida¢na alebo naopak redukéna schopnost mikroorganizmov na r6znych
substratoch. Biochemické metddy sa stali jednoducho dostupné a pomerne lacné
vyvojom subornych kitov, ktoré obsahuji mikrotitracné jamky s roznym médiom

a reagenciami, umoZnujace dokladnu identifikaciu baktérii.

4.3.2 Identifikacia pomocou MALDI-TOF

Identifikdcia pomocou MALDI-TOF MS (hmotnostna spektrometria s laserovou
desorpciou a ionizaciou s pouzitim matrice spojena s preletovym analyzatorom) je

rychla, presna a je mozné ju pouzit na Siroké spektrum mikroorganizmov. (30)

Principom metddy je, Ze na krystalovii matricu so vzorkou je aplikovany laser.
Ten uvoIni krystaly matrice spolu s molekulami vzorky, ktoré st tymto sposobom
ionizované. Nabité molekuly st nésledne smerované extrakénym napatim do
Strbiny preletového analyzatora. Podla doby ich preletu hmotnostnym
analyzatorom je vyhodnoteny pomer m/z (zavislost hmotnosti na velkosti naboja).
Detektor potom pretransformuje signal idnov na signal elektricky. Vyhodnotené
data st nasledne porovndvané s kniznicou hmotnostnych spektier organizmov

a podla vysky skore st identifikované. (30)

4.4 Testy citlivosti na antibiotika

VySetrenie citlivosti na ATB je zdkladom spravneho vyberu liecebného postupu
a pre ucely surveillance. Rutinné testovanie citlivosti je teda dolezitym

ukazovatelom pri rozvoji rezistencie, ¢i pri epidemiologickych Stadiach. (31)
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V bezZnej praxi sa najcastejSie vyuzivaju:

e diskovy diftzny test (DDT);
e dilucna metdda;

o e-test.

4.4.1 Diskovy difazny test

Je najrozsirenejsi test vyuzitelny pre rychlo rastiice a malo narocné kmene.
Agarova poda je naockovana Standardizovanym inokulom mikrébov. Nasledne sa
papierové disky napustené zndmou koncentraciou ATB umiestnia na platiu
a vzorky sa nechaju inkubovat. Antibiotika difunduju do agaru a vytvaraju zény
inhibicie rastu, podla ich priemeru sa nasledne vyhodnocuje citlivost. Hodnoti sa
priemer zon inhibicie, tie potom rozdelujeme na kategorie citlivé, intermediarne

a rezistentné. (31)

Postup:

Na testovanie sa vyuzivaju Miiller-Hinton alebo krvny agar. Nasledne sa
vytvori suspenzia mikroorganizmov v 3 ml destilovanej vody alebo v bujone, ktora
by mala mat zdkal 0.5 McFarlanda. Takto pripravena suspenzia obsahuje priblizne
10 CFU/ml, ta je nutné spracovat do 15 mintt. Suspenzia sa nanesie na agar, necha
uschnut, na povrch sa ukladaju papierové disky, znovu do 15 minut od inokulécie
platne. Nasleduje inkubdcia (18-24 hodin) a po nej odpocet pomocou pravitka alebo
automatizovanou metddou (odpocet prostrednictvom pristroja Adagio), co je

mozné vidiet na Obr.6.
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Obrdzok 6 Priklad DDT a jeho vyhodnotenie pristrojom ADAGIO. [zdroj: vlastné]

4.4.2 Diluéna metoda

Zakladom tejto metody je stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC).
Standardnd davka inokula organizmu sa o¢kuje do tekutého média, v ktorom je
rozpustené ATB o roznej koncentrdcii (najcastejSie séria dvojnasobného riedenia).
mikroorganizmu. Uréitou modifikaciou st breakpointové metddy vyuzivajice len
niekolko koncentracii antimikrobidlnej latky. Takto je mozné tieto metddy vyuzit
v laboratériach s velkym poctom vzoriek aje mozné ich kombinovat
s identifikaciou organizmu. (31) Tato metodika je vyuzivana i laboratériami Synlab
so sadami pre G* a G- baktérie na pristroji VITEK, v ktorom je spojena identifikacia

baktérii s testom citlivosti.
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5 VYSLEDKY

Z vysledkov difaznych diskovych testov v laboratéridch Synlab boli sledovani
najcastejsi povodcovia nozokomidlnych nakaz v nemocnici v Mélniku za rok 2016
(janudr-april). Nasledne z vysledkov bola zhodnotend ich citlivost alebo rezistencia

na vysetrované druhy antibiotik.

Vysledky testovani vybranych zastupcov rodu Enterobacteriaceae zo vsetkych
oddeleni nemocnice v Mélniku, za obdobie janudr — april 2016 je moZzné vidiet
vTab.2. Pricom boli testované vzorky mocu, pri ktorych je zvySena
pravdepodobnost vyskytu rezistentnych druhov. Vzorky boli testované na
chromogénnych podach UriSelect a boli sledované baktérie E.coli (ESCO)
a Klebsiella sp. (KLSP) vo farebnych kolénidch podla Obr.7.

Obrazok 7: Kolonie rastiice na UriSelect pode (ruzové kolénie - E.coli, modré kolénie Klebsiella sp.) [zdroj:
vlastny]
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Tabulka 2: Vyskyt kmeriov E.coli (ESCO) a Klebsiella sp. (KLSP) v Nemocnici Mélnik za obdobie roku 2016
zo vzoriek mocu.

Ampicillin 83 80 ampicilin 54 0
Cefuroxime 32 127 cefuroxim 21 29
Ofloxacin 54 101 ofloxacin 24 26
Gentamicin 16 125 gentamicin 24 32
Amikacin 4 130 amikacin 4 47
ciprofloxacin 53 83 ciprofloxacin 28 26
Cefotaxime 31 106 cefotaxim 24 29
Meropenem 0 133 meropenem 0 49
amoxicilin+klavulanat 50 112 amoxicilin+klavulanat 30 22

Pre lepsSie zndzornenie pomeru citlivosti a rezistencie voci jednotlivym

antimikrobidlnym latkam boli vytvorené grafy na Obr.8 a Obr.9.
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Obrdzok 8: Graf pomeru citlivosti a rezistencie k jednotlivym antimikrobidlnym latkam u E.coli.
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
\/Q ,&

. . . . s
&S & @& @o‘\ +’”§ & £
S & & & ¢ & &
ha¢ o4 o Qeo Ao ) Q@ C ¢ S
(@ _*\Q
RO
S
3
M citlivost M rezistencia yv&

Obrdzok 9: Graf pomeru citlivosti a rezistencie k jednotlivym antimikrobidlnym latkam u Klebsiella sp..

Z grafického zndzornenia je u klebsiel viditelnd vyraznd rezistencia, ktord je
vysokd ako u penicilinovych antibiotik, tak u cefalosporinov (vyse 50%) a dokonca
i u potenciovanych ATB ako je amoxicilin klavulanat. Citlivost si zatial zachovali
tieto baktérie voci karbapenémom. V pripade E.coli situdcia nebola v prvom
kvartali taka vyrazna, napriek tomu sa ukazuje vySe 50% rezistencia voci
penicilinom anepriaznivd situacia je ivpripade fluorochinolénov  ¢i
cefalosporinov. Porovnanie je dobre viditeIné v grafickom znazorneni na Obr.10

a Obr.11.
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Obrdzok 10 Stav rezistencie k antimikrobidlnym latkam u E.coli.
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Obrazok 11 Stav rezistencie k antimikrobidlnym litkam u Klebsiella sp..

Okrem enterobaktérii bol sledovany tiez vyskyt stafylokokovych infekcii, a to
najma infekcie kmenom Staphylococcus aureus (STAU) a MRSA u pacientov najma
na roznych oddeleniach NsP v Mélniku za obdobie januar-april 2016. Celkovy stav
rezistencie u vSetkych infekcii zlatym stafylokokom v materidli ako je krv, stery

z 1an, vytery z nosa a krku pacientov je mozné vidiet v Tab.3.
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Tabulka 3 Vyskyt kmeriov S.aureus a z nich MRSA v NsP v Mélniku za rok 2016, materidl — krv, vyjtery
z nosa a krku, vyjtery z rin, abscesy.

Citlivé Rezistentné Citlivé Rezistentné
oxacilin 84 0 oxacilin 0 12
erytromycin 63 19 erytromycin 0 12
gentamicin 70 7 gentamicin 9 3
klindamycin 63 19 klindamycin 0 12
linezolid 22 0 linezolid 7 0
ofloxacin 22 12 ofloxacin 0 12
amoxicilin+ amoxicilin+
klavulanat 70 0 klavulanat 0 12
rifampicin 44 0 rifampicin 11 0
teikoplanin 44 0 teikoplanin 11 0
tetracyklin 44 0 tetracyklin 11 0
tigecyklin 13 0 tigecyklin 2 0
trimetoprim+ trimetoprim+
sulf()nfmid 84 0 sulf(')napmid 12 0
vankomycin 44 0 vankomycin 12 0

Pre lepSie pochopenie situdcie je vytvoreny graf na Obr.12 pre vsetky infekcie

S.aureus vratane rezistentného kmeria MRSA a na Obr.13 Specidlne stav pre kmen

MRSA.
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Obrazok 12 Stav rezistencie kmeriov S.aureus vritane kmeriov MRSA.

51



MRSA
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Obrazok 13 Stav rezistencie kmeriov MRSA.
Z grafického zndzornenia je viditelna kritickd situdacia rezistencie stafylokoka
najmd vo vztahu k penicilinovym, cefalosporinovym, ¢i fluorochinolénovym
antibiotikdm. Vyraznd je rezistencia kmenov MRSA, ktorych vyskyt je zhruba

v 15% pripadov.
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6 DISKUSIA

Bakteridlna rezistencia je celosvetovym problémom, ktory tu uz s nami niekol'ko
desatroci je. Selekcny tlak, ktory je na baktérie vyvijany (najma v ZZ), stéle
prehlbuje mieru odolnosti vo¢i antibakteridlnym latkam. Rychla geneticka
asimildcia baktérii v tomto smere sposobuje, Ze nevieme ani v 21.storo¢i na baktérie

vyzriet.

Podla analyzy ECDC z roku 2009 boli infekcie rezistentnymi kmerimi baktérii
zodpovedné za priblizne 25000 timrti roc¢ne. Situdcia sa vSak naprie¢ europskymi
Statmi liSi ¢i uz vtype baktérii, ktoré ochorenia spdsobuju, ale aj v type
antibiotickych latok, voci ktorym sa rezistencia vytvorila. VSeobecne je zo Statistik
pozorované nizsie percento rezistentnych kmenov v severskych Statoch a vyssie

v krajindch juznej a vychodnej Eurdpy. (12)

Rezistencia k ATB je zdvaznym ohrozenim verejného zdravia, a je preto dolezité
dodrziavat pravidld uZivania a predpisovania antimikrobidlnych latok, aby sa
prediSlo neZiadtucim zdravotnym aekonomickym nasledkom. Pricom
najzavaznejsim faktorom, ako uz bolo spomenuté, zostdva neuvadzené pozivanie

antibakteridlnych latok a prenos rezistentnych kmenov medzi ludmi. (12)

V tejto praci som sa venovala najma zisteniam stavu rezistencie v nemocniciach,
nakolko nozokomidlne infekcie st spdjané so zvySujucimi sa vydajmi na
zdravotnti starostlivost, prediZenim doby hospitalizicie a zvysenim celkovej
tmrtnosti. Zaujimal ma stav rezistencie v Ceskej republike (konkrétne v NsP v
Mélniku), ktory som chcela porovnat sdatami ziskanymi prostrednictvom

europskeho surveillance systému .

EARS-Net je hlavnym systémom pre dohlad akontrolu v pripade ATB
rezistencie. Eurdpske krajiny pravidelne zasielaji data vsSetkych baktérii a ich

citlivosti na antimikrobidlne latky, ktoré spadaju pod surveillance. Klinické
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laboratdria jednotlivych Statov zbieraju vysledky rutinnych testov citlivosti, tie st

nasledne poslané do systému ECDC (TESSy) a vyhodnotené.

Podla najnovsich vysledkov surveillance je situdcia negativha najmd u G
baktérii, kde sa v poslednych rokoch pozoruje vysoka a casto inadalej sa
zvysujuca miera rezistencie najma u kmenov E.coli a Klebsiella pneumoniae. Pricinou
je produkcia ESBLs, pricom je tato rezistencia casto v kombindcii s rezistenciou

k fluorochinoléonom a aminoglykozidom. (32)

Tento jav som pozorovala i v mojich vysledkoch. V pripade infekcii baktériou
E.coli bola zhruba polovica rezistentnd na penicilinové antibiotikd, dokonca ina
potenciované s inhibitormi (-laktamaz. Priblizne 20% tychto baktérii malo
vyvinut rezistenciu k cefalosporinom, a ako je uvedené vysSie, pridruzena je

i rezistencia k fluorochinolonom (v zhruba 37% pripadov).

V pripade infekcii baktériami Klebsiella sp. som pozorovala prirodzenu
rezistenciu k aminopenicilinom, ktora bola ocakdvand. Vysoku mieru rezistencie
vSak vykazovali tieto baktérie ivoci cefalosporinom (44%) a zhruba polovica
pozorovanych vysledkov vysla rezistentna k fluorochinolénom. Pridruzend bola
i rezistencia na aminoglykozidy (zhruba v Stvrtine pripadov). Pre porovnanie
napr. na Slovensku sa v poslednych rokoch rezistencia na fluorochinolény

pohybovala na priblizne 70% pripadov. (32)

Ako je mozné vidiet, liec(ba NN sposobenych kmenmi E.coli alebo K.pneumoniae
sa kvoli rastucej rezistencii k cefalosporinom a fluorochinoléonom komplikuje
acasto je poslednou moznostou pouzitie karbapenémov. Tie st financne
nakladnejSie, mavaju zdvazné vedlajSie tiCinky a vyrazné je i riziko rozSirovania
dalSej rezistencie. (19) A napriek tomu, Ze vyskyt kmenov CRE je v eurdpskych

krajinach zatial nizky a ojedinely, je nutné uzivanie karbapenémov racionalizovat.
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Situdcia u G* baktérii, najmd u kmenov MRSA, sa v poslednych rokoch zmenila
k lepSiemu, nakolko bol pozorovany pokles incidencie. Vzrastajuci trend
rezistencie vo svete je vSak u enterokokov, a to najmd v suvislosti s rezistenciou
k vankomycinu, i ked tato odolnost este stale zostdva v Eurdpe zriedkava. Mieru
vyskytu MRSA, ktord zaciatkom 2l.storocia nebezpecne stupala, sa podarilo
v poslednych rokoch vyrazne zniZit (v USA a UK aZ o0 80%). Prispelo k tomu,
okrem iného, zavedenie skriningovych MRSA testov. (18) Co sa tyka vyskytu
MRSA kmetiov v ramci Eurépy, je velmi variabilny (1-55%). V CR je tato hranica
udrZiavana v priemere pod 15%, pre porovnanie na Slovensku je to vyssie (zhruba

25%). (32)

V mojich pozorovaniach som videla velmi obdobné vysledky, kedy infekcie
S.aureus boli zhruba v13% sposobené rezistentnym kmeriom MRSA. Rezistencia
k penicilinovym antibiotikdm vSak bola pozorovand imimo MRSA kmene.
Podobne ako u enterobaktérii je pozorovana vyrazna rezistencia k cefalosporinom

a pridruzena rezistencia k fluorochinolénom.

Vzhladom k vysSie uvedenym informdcidm je jasné, ze rezistencia baktérii je
celosvetovou hrozbou. Pocet rezistentnych kmenov sa zvysuje rychlejsie, ako je
zavadzanie novych preparatov do praxe. Je preto nutné pouzivat antimikrobidlne
latky tcelne a cielene, poznat dosledne mechanizmus ich poésobenia a mat prehlad
o sucasnom stave rezistencie voci tymto latkam. Dolezité je tiez dodrziavat
pravidla antibiotickej politiky a dosledne kontrolovat spotrebu lieciv

v jednotlivych regionoch.

Vramci NN zohrdvaji vyznamnu ulohu v boji srezistentnymi kmenimi
preventivne opatrenia, ako je napr. hygiena ruk (5.5. kazdorocnd kampann WHO
,Save lives — clean your hands.”). Dalej pravidelné sa oboznamovanie snovymi
publikdciami, doporucenymi postupmi a akénymi planmi moéze viest rovnako

k zniZeniu rizika infekcii a finanénych alebo zdravotnych dopadov tychto infekcii.
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7 ZAVER

Bakteridlna rezistencia znacne komplikuje vhodny vyber antibakteridlnych
preparatov a uspesnu rychlu liecbu pacientov, najma v nemocni¢nom prostredi,

kde je ich imunitny systém oslabovany mnohymi faktormi.

Mojim cielom v tejto praci bolo zhrnut poznatky o pri¢indch a mechanizmoch
prenosu rezistencie medzi baktériami. TieZ som sa venovala rizikam, ktoré tato
odolnost sposobuje priliecbe pacientov. Dalej som sa venovala metodikam,
ktorymi sme dnes schopny tieto, prirodzené alebo ziskané, ,,zvyhodnenia” baktérii
odhalit. Vysledkami vySetreni z NsP Mélnik som nasledne zhodnotila lokalny stav

rezistencie niektorych vyznamnych kmenov a porovnala ho so situdciou vo svete.

V doésledku toho, Ze Zijeme v , postantibiotickej” ére a navySe v obdobi, kedy je
vo svete beznd migrdcia osOb, je nutné nasu pozornost upriamit na dosledné
dodrziavanie antibiotickej politiky a pravidelne kontrolovat spotrebu tychto lieciv,
aby bola zabezpecena ui¢inna antiinfek¢éna liecba i v . Je v zdujme nds vSetkych, aby
hospitalizovani pacienti mali pristup k bezpecnej a rychlej starostlivosti, ¢im by sa

skratil ich pobyt v ZZ a znizili by sa i finan¢né naklady na ich lie¢bu.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

pm — mikrometer

6-APA — 6-aminopenicilanova kyselina

ATB - antibiotika

ATP — adenozin-trifosfat

CFU a CFU/ml - koldniu formujtca jednotka

CRE - enterobaktérie rezistentné na karbapenémy

CR - Ceska republika

DDT - diftzny diskovy test

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EARS-Net — Europsky systém pre kontrolu antibiotickej rezistencie
EARSS — Europska siet antibiotickej rezistencie

ECDC — Eurdpske centrum pre prevenciu a kontrolu chordb

ESBLs — Sirokospektré B-laktamazy

ESCO - Escherichia coli

EU - Eurépska tinia

G - gram-negativne baktérie

G* — gram-pozitivne baktérie

GDH - glutamatdehydrogendaza

HAI - hospital acquired infection (infekcie ziskané v nemocnici)
KLSP - Klebsiella species

KPC - karbapenemadza izolovana z baktérie Klebsiella pneumoniae
LPS - lipopolysacharid

MALDI-TOFF (MS) — hmotnostna spektrometria s laserovou desorpciou
a ionizaciou s pouZitim matrice spojend s preletovym analyzatorom
MIC — minimalna inhibi¢na koncentracia

MRSA — methicilin rezistentny Staphylococcus aureus

NDM - New Dalhi metalo-3-laktamazy
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NN — nemocni¢na ndkaza

NsP —nemocnica s poliklinikou

OXA-48 — oxicilindza 48

PBP — penicilin viaZzuci protein

PCR - polymerase chain reaction (polymerazova retazova reakcia)
POCT - Point of care testing (testy pacientov priamo pri 16zku)

Qnr — rezistencia na chinolény

RNA (mRNA, tRNA) - ribonukleova kyselina (mediatorova, transférova)
STAU - Staphylococcus aureus

TEM a SHV —nazvy génov pre (3-laktamazy u E.coli

VIM - v integréne zakddované metalo-3-laktamazy objavené vo Verone
VRE - vankomycin rezistentné enterokoky

VRSA - vankomycin rezistentny Staphylococcus aureus

77 — zdravotnicke zariadenie
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