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Vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokokii (VRE) v Nemocnici

Tabor, a.s.
Abstrakt

Tato bakalafskd prace se zabyva vyskytem vankomycin-rezistentnich enterokokul
Vv Nemocnici Tabor, a.s. V teoretické casti bakalaiské prace se vyskytuji zakladni
informace o rodu Enterococcus, vzniku antibiotické rezistence, moznostech diagnostiky
vankomycin-rezistentnich enterokokl a o sledovani vyvoje této rezistence. Obsahuje

informace o infekcich spojenych se zdravotni péci a preventivnich opatieni.

V praktické ¢asti je popsan laboratorni postup vySetfovani enterokokil, jejich
identifikace, stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkdm a nasledné stanoveni
vankomycinové rezistence. Ddle se v praktické ¢asti hodnoti ziskand data o vyskytu
vankomycin-rezistentnich enterokokti v Nemocnici Tabor, a.s. v ¢asovém obdobi od roku
2018 do roku 2021. Vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokokt byl zhodnocen v rdmci
jednotlivych oddélenich v Nemocnici Tébor, a.s., v rdmci procentudlniho zastoupeni
s ostatnimi enterokoky, v ramci vyskytu a 1écby klostridiové kolitidy vankomycinem.

Zhodnocena byla i data celorepublikova.

Tato prace je zaméfena na zodpovézeni otdzek, které se tykaji zvySené¢ho narlstu
vankomycin-rezistentnich enterokokt v poslednich letech v Nemocnici Tabor, a.s. tak i
plogné v ramci Ceské republiky. Je rozebrana otazka tykajici se zvyseného vyskytu
vankomycin-rezistentnich enterokokt v kontextu s 1é¢bou klostridiové infekce, zda-li

dochazi ke stejnému stoupajicimu se trendu.

V zavéru prace je shrnut vyznam vankomycin-rezistentnich enterokokd, jejich Cetnost

vyskytu dle stanovenych cilll a vyzkumnych otazek, na které bylo odpovézeno.

Kli¢ova slova

Vankomycin-rezistentni enterokoky; VRE; rezistence; antibiotika; HAI, Enterococcus

faecium



Occurrence of vancomycin-resistant enterococci (VRE) in Tabor

Hospital, a.s.
Abstract

This bachelor thesis deals with the occurrence of vancomycin-resistant enterococci in
Tabor Hospital, a.s. The theoretical part of this bachelor thesis is focused on the basic
information about the genus Enterococcus, the development of antibiotic resistence, the
possibilities of diagnosing vancomycin-resistant enterococci and monitoring the
development of this resistence. It also contains information on healthcare associated

infections and prevention against them.

The practical part describes the laboratory procedure of the examination of enterococci,
their identification, determination of susceptibility to antimicrobial substances and
subsequent determination of vancomycin resistance. Moreover, the practical part
evaluates the obtained data on the occurrence of vancomycin-resistant enterococci in the
Hospital Tébor, a.s. in the period from 2018 to 2021. The presence of vancomycin-
resistant enterococci was evaluated within individual departments at Tabor Hospital, a.s.
The percentage was compared with other enterococci, in the incidence and treatment of
Clostridial colitis with vancomycin. Data from the whole nation were also used and
evaluated.

This thesis is focused on answering questions regarding the increased growth of
vancomycin-resistant enterococci in previous years in the Tabor Hospital, a.s. as well as
widely within the Czech Republic. Other question includes the increased incidence of
vancomycin-resistant enterococci with the incidence and further treatment of Clostridial

infection, if the same increasing trend occurs.

The conclusion of the thesis is a summary of the importance of vancomycin-resistant
enterococci, their frequency of occurrence according to the set goals and research

questions, which have been answered.
Keywords

Vancomyecin-resistant enterococci; VRE; resistance; antibiotics; HAI, Enterococcus

faecium
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UVvOoD

Enterokoky jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni kokovité bakterie, které se
sdruzuji do dvojic ¢i fetizkil. Jsou soucasti bézné stievni flory lidi 1 zvifat, ale vyskytu;ji
se 1 ve vod¢, pude, na rostlindch a maji vyuziti i v potravinarském pramyslu. Mohou byt
uplatnény i k monitoringu fekalniho znecisténi vod. Enterokoky nejéastéji zpusobuji
mocové infekce, endokarditidy, infekce operacnich ran a nitrobfi$ni infekce. Jsou
primarn¢ rezistentni k fad¢ antibiotik a K jejich terapii se pouziva amoxicilin,
vankomycin, linezolid ¢i teikoplanin (Votava, 2003). V poslednich letech je zaznamenan
vys$si vyskyt rezistence enterokoki k vankomycinu a teikoplaninu z davodu pozitivniho
vysledku selek¢éniho tlaku vyvolanym piedevsim antibiotickou 1écbou (Kubele et al.,
2019). Enterokoky se vyskytuji také v nemocni¢nim prostiedi, kde jsou ¢astymi ptivodci
infekci spojenych se zdravotni péci. Jak kvili interpersonalnim pfenosiim, tak z divodu
antibiotické 1é¢by je dulezité sledovat vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokokut
(VRE) jak v Ceské republice, tak v Evropské Unii i celosvétové. Dnes je to uz globalni
problém a dle WHO (World Health Organization) je nutné se zabyvat a aktivné fesit tyto
problémy, jako je naduzivani antibiotik, jejich nespravna indikace a Sifeni antibiotické

rezistence (World Health Organization, ©2022).

Taxonomie enterokok:
Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli
Rad: Lactobacillales
Celed’: Enterococcaceae

Rod: Enterococcus



TEORETICKA CAST

1. Rod Enterococcus

Rod Enterococcus nalezi do celedi Enterococcaceae, fad Lactobacillales. Do rodu
Enterococcus je zarazeno 35 bakteridlnich druht. Z historického hlediska byly
enterokoky ptivodné uvadény Vv literatuie jako enterocoque (nazvany dle Thiercelina roku
1889). V roce 1903 byl vytvoien nazev Enterococcus. Pozdé&ji byly tyto bakterie uvadény
jako streptokoky tfazené do antigenni skupiny D dle Lancefieldové, ktera rozdélila
streptokoky do osmnécti antigennich skupin (sérovart) podle st€novych polysacharidi a
sérologickych vlastnosti. Oznaceni kazdé skupiny je dano spole¢nym znakem sténového
polysacharidu. Na zakladé vysledki studii metodami DNA a RNA hybridizace byl v roce
1984 znovu zaveden nazev Enterococcus. Schleifer a Kippler-Béltz podali navrh na
piesun Streptococcus faecalis a Streptococcus faecium do rodu Enterococcus a tento
navrh byl v roce 1984 akceptovan (Juldk, 2006; Votava, 2010; Kiesalova, 2018).

1.1 Morfologie a vyskyt

Enterokoky jsou grampozitivni bakterie, které se vyskytuji jednotlivé, ve dvojicich,
shlucich nebo v kratkych fetizcich (viz Obrazek 1). Maji kokovity az ovalny tvar.
Nevytvaii spory ani pouzdro, pouze nékteré mohou byt pohyblivé diky kratkym bi¢ikiim
(E. casseliflavus, E. gallinarum) (Julak, 2006; Kolafova, 2020).
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Obrazek 1: Preparaty obarvené dle Grama, Enterococcus faecalis (1a), Enterococcus

faecium (1b)

Zdroj: vlastni foto



Enterokoky jsou soucasti bézné stievni flory, kde maji nezbytnou a prospesnou funkci.
Ve stfevé je nejvice zastoupen E. faecalis a E. faecium. Dale se nachazi ve vaging,
Vv gastrointestinalnim traktu zvitat, vodé, pud¢, potravé a na rostlinach. Jsou vyuZivany i
V potravinaiském primyslu. Slouzi jako indikator ucinnosti hygienickych opatieni,
ukazuji fekalni znecisténi potravin, zejména masa a mléka, u kterych pak zptsobuji
rychlejsi kazeni. Maji prospésny vyznam pii vyrob¢ syri cedarového typu a jejich zréani,

kde se uplatituje proteolyticka aktivita enterokokt (Julak, 2006; Kiesalova, 2018).

Enterokoky byly témét vzdy izolovani z lidskych vykalt. Tato skutecnost se vyuziva
k indikaci fekalniho znecisténi vody bud’ lidského nebo zvifeciho ptvodu. Proto
hygienické stanice pii mikrobiologickém rozboru vod rutinn€ vySetiuji zastoupeni

enterokokti (Ktesalova, 2018).

Mnohdy jsou enterokoky soucasti i 1éCebnych ptipravkl, tzv. probiotik. V téchto
ptipravcich je obsazen hlavné E. faecium. Probiotika slouzi k udrzeni a pro obnovu
stfevni mikroflory. Ur¢ité druhy napiiklad E. faecium (SF68) se 1é¢ebné vyuzivaji pro
jejich schopnost inhibice salmonel a shigel a podadvaji se misto antibiotik pfi 1é€bé
prijmovych onemocnéni. Je nutné zminit, Zze pouzivani téchto probiotik zvySuje mozné

riziko vzniku rezistence k antibiotikim. (Julak, 2006).

1.2 Biochemické viastnosti

Enterokoky jsou fakultativné aerobni organismy, ale preferuji spiSe anaerobni prostiedi.
V kyslikatém prostiedi preménuji toxicky super oxid na méné toxicky peroxid diky
enzymu superoxid dismutaza. Maji vlastni fermentacni metabolismus, kdy z glukozy
produkuji Vv anaerobnim prostiedi kyselinu mléénou. V ptipad€ aerobni pfemény je
gluk6za metabolizovana na kyselinu octovou, oxid uhli¢ity a acetoin. Obsahuji NADH
peroxidazu, kterou vyuzivaji k fermentacnim pochodim a nasledn¢ k ochrané proti

oxidativnimu stresu (La Caborna, 2007; Kiesalova, 2018; Ruzickova, 2019).

Enterokoky jsou PYR a LAP pozitivni, protoze hydrolyzuji pyrrolidonyl-B-naftylamid a
leucin-B-naftylamid. Dale hydrolyzuji eskulin a to i v ptitomnosti 40 % Zluci, jsou tedy
velmi odolné vici velké koncentraci zlucovych kyselin a soli. Na Obrazku 2 jsou
zndzornény zékladni biochemické testy. Enterokoky jsou schopné rast v Sirokém rozmezi

pH tj. 4,8-11. Dokazou ptezit jak v hypotonickém tak hypertonickém prostiedi a také pfti
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velkém rozmezi teplot od 10 °C do 45 °C, kratkodobé¢ jsou odolné i pti 60 °C. Diky své
cytoplazmatické struktufe jsou dobie odolné vié¢i vysychani. To je pti¢inou jejich
pfezivani i v nepfiznivych podminkach jako jsou nemocni¢ni zafizeni (Votava, 2003;

Maza et al., 2020; Kolarova, 2020).
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Obrazek 2: Zakladni biochemické testy enterokokti
Zdroj: Maza et al., 2020; upraveno
1.3  Antigenni vlastnosti

Enterokoky maji spolecny sténovy skupinovy antigen D, ktery je tvofeny
glycerolteichoovou kyselinou vnotfenou do cytoplazmatické membrany. Maji povrchové
molekuly zvané adhesiny umoziujici vazbu na epitelové bunky gastrointestinalniho a
urogenitalniho traktu, jsou to hlavné fimbrie a sténové polysacharidy. Jejich
nejvyznamnéj$i adhesiny jsou agregacni substance (AS) a enterokokové povrchové
proteiny (ESP). AS zprostiedkovavaji vazbu na epitelové bunky, geneticka informace pro
jejich tvorbu je kodovana na plazmidech. ESP se uplatiuji pfi pfilnuti k umélym
povrchiim jako jsou srde¢ni chlopné ¢i katetry, na kterych tvoii biofilm. Syntéza ESP je
kédovana na chromozomech (Juldk, 2006; Trojanek, 2006).

1.4 Kultivace

Enterokoky jsou kultivané nenarocné bakterie. Rostou dobife na vétSin€ kultivacnich

médii. Na zakladnim krevnim agaru (viz Obrazek 3) rostou v Sedobilych, svétlych,
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hladkych koloniich. Mohou vyjimecné tvofit B-hemolyzu, vétSina vSak roste se zonou
viridace a jsou znamy i kmeny nehemolytické. Kmeny jako napi. E. casseliflavus, E.
flavescens produkuji zluty pigment. Enterokoky rostou jak v prostfedi se zvySenou tenzi
oxidu uhli¢itého, tak i za bézného piistupu kysliku (Votava, 2003; Kolatrova, 2020).

Obrazek 3: E. faecalis (3a), E. hirae (3b), E. faecium (3c) narostlé na krevnim agaru
Zdroj: vlastni foto

Existuje fada selektivné diagnostickych ptd pro prikaz enterokokt. Mezi tyto selektivné
diagnostické pudy tadime Slanetziiv-Bartleyho agar s ptidavkem azidu sodného (viz
Obrazek 4). Tato puda je zejména pro gramnegativni bakterie toxicka a nelze je na ni
kultivovat. Enterokoky na této ptdé¢ rostou v rizovych az ¢ervenych az ¢ervenohnédych

koloniich. Vyuziva se zejména pro mikrobiologické vySetieni vzorkid z vod a potravin,
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Ize vyuzit i pro klinicky material, kde slouzi jako pfedbézna identifikace (Votava, 1999;
Votava, 2005).

4a ab

Obrazek 4: Slanetziv-Bertleyho agar (4a) a zlu¢-eskulinovy agar (4b)

Zdroj: 4a: https://www.carlroth.com/com/en/media-for-enterobacteria/slanetz-bartley-
medium-%28with-tetrazolium-chloride%29/p/cp68.1;
4b: Dusek, 2010; https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Enterococcus_faecalis-

zluc_esculin.jpg; upraveno

Dalsim médiem je Zluc-eskulinovy agar (Viz Obrazek 4), ktery nema tak &asté pouZiti,
jako puda uvedena vyse. Zjistilo se Ze eskulin na barvivo eskuletin a glukozu hydrolyzuji
vSechny enterokoky. V agaru je ptimés zlu¢i popt. zlucové soli, které inhibuji rast
grampozitivnich bakterii. Enterokoky jsou vici zlu¢i a Zlu¢ovym solim odolné, rostou tak

Vv intenzivnich hnédocernych koloniich (Votava, 1999; Votava, 2005).

A u veterinarnich vzorkl se vétSinou vyuziva Edwardsovo médium, které slouzi pro
rychlou izolaci streptokoktl a enterokok. Enterokoky na ni rostou v ¢ernych koloniich,
zatimco streptokoky maji kolonie namodralé. Toto rozdéleni slouzi k rychlému zachyceni

mastitidy (Votava, 1999).

Pro diagnostiku vankomycin-rezistentnich enterokokll se jest¢ vyuziva selektivné
diagnostické chromogenni médium. Na Odd¢leni Iékarské mikrobiologie (OLM)

v Nemocnici Tébor, a.s. (NT, a.s.) se vyuziva VRE agar od firmy Biomerieux, na kterém
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narostou pouze tyto rezistentni enterokoky. Rostou v drobnych fialovych koloniich (viz

Obrazek 5).
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Obrazek 5: CHROMID VRE agar od firmy Biomerieux
Zdroj: https://www.biomerieux-diagnostics.com/chromidr-vre; upraveno

Ke kultivaci se také pouzivaji chromogenni agary, které barevné rozlisi smisenou floru u
zavazngjsich klinickych vzorkd jako jsou chirurgické rany, nitrobfisni obsah a jiné. Na
OLM v NT, a.s. se vyuziva chromogenni agar zvany URI select od firmy BioRad, na

kterém enterokoky rostou v modrych drobnych koloniich (viz Obrazek 6).

Obrazek 6: E. faecalis (vlevo) a E. faecium (vpravo) narostlé na chromogennim agaru

zdroj: vlastni foto
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1.5 Klinicky vyznam

Mezi 1ékarsky vyznamné druhy patii Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus

gallinarium.

Enterokoky vyvolavaji endogenni i exogenni infekce a také infekce spojené se zdravotni
péci. Diive se predpokladalo, ze zptsobuji kvili kolonizaci stfeva pouze endogenni
infekce, ale dnes je jiz prokazano, Ze enterokoky mohou zptsobovat i exogenni infekce.
Obecné jsou enterokokové infekce casté u dlouhodobé hospitalizovanych pacientd a u
pacienti 1éCenych Sirokospektrymi antibiotiky, hlavné cefalosporiny. (Votava, 2003;

Benes, 2009)
1.5.1 Infekce mocového traktu

Nejcastéjsi enterokokovou infekci je infekce mocového traktu. Muze byt akutni i
chronicka, ktera je ¢asto spojena se zavedenim moc¢ového katetru. Skoro u vSech pacientti
se zavedenymi permanentnimi katetry dojde ke kolonizaci mocovych cest
mikroorganismem, coz je hlavni pfic¢inou infekci spojenych se zdravotni pé¢i. V téchto
ptipadech je velmi dulezita prevence, ktera spociva v pravidelnych vymeénach katetrti a
jejich aseptickém zavedeni. Enterokoky mohou zptisobit akutni cystitidu, kterd muze
probihat jako béZné nachlazeni mocovych cest. Dale to mize byt akutni pyelonefritida
(neboli intersticialni nefritida), kterd zasahuje do parenchymu ledviny a zde zpisobuje
zanét. Tato infekce miize byt pti¢inou vzniku urosepse, nebo miize pii opakovanych
infekcich vést az k rendlni insuficienci. Akutni pyelonefritida miiZze piejit v chronicky
stav, kdy dochazi k jizevnatym zménam a deformacim ledvinné panvicky (Juldk, 2006;

Rozsypal et al., 2013).
1.5.2 Infekce dutiny biisni

Enterokoky mohou také zplsobit nitrobfisni infekce, kde byvaji enterokoky soucasti
smiSené bakterialni flory. Akutni cholecystitida byva vétSinou komplikaci cholelithiazy,
kde enterokoky mohou byt zdrojem infekce. Dochazi ke stagnaci zluci, roztazeni a edému
zluéniku a v konecné fazi k ischemii az nekréze. Dal§imi onemocnénimi jsou peritonitidy
(viz Obrazek 7). Pti peritonitidé zpsobuji zanét typické bakterie stfevni flory takze i
enterokoky. Enterokoky mohou zptisobovat abscesy, jedna se o proces, kdy se enterokoky

ze stifevni sliznice dostavaji do mezenteridlnich uzlin a pak do ascitické tekutiny, kde
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zpisobi zéanét. Pti ohranieni zanétlivého loziska vznikaji abscesy (Benes, 2009;

Rozsypal et al., 2013).

Obrazek 7: Peritonitida zachycend pomoci CT a pfi operativnim vykonu

Zdroj:  https://lwww.gastrojournal.org/article/S0016-5085%2811%2900440-9/fulltext;

upraveno
1.5.3 Infekce krevniho recisté

Enterokoky, které se dostanou do krevniho fecisté, mohou infikovat srde¢ni chlopné a
jejich nahrady a zpusobit tak infekéni endokarditidu. Pfi¢inou bakteriémie byva infekce
mocovych cest, popaleniny, ulcerujici dekubity, mocové i intravaskularni katetry.
Hlavnim zdrojem bakteriémie zptsobené enterokoky jsou invazivni vykony v oblasti
urogenitalniho a gastrointestinalniho traktu. Rozvoj infek¢ni endokarditidy (viz Obrazek
9) ma 2 stupné, v prvnim stupni dochazi ke vzniku endotelialni 1éze a ve fazi druhé je
subendotelidlni tkan napadena patogennimi mikroby. Mikrobi se pak rychle mnoZzi a
nartstaji kvili velkému proudéni krve do dlouhych utvari, které poskozuji srdce a jeho
chlopné riznymi mechanismy jako naptiklad postupny rozvoj chlopenni nedostatecnosti,
vznik a perforace aneurysmatu a dalsi. Je zde i velké riziko embolie. Enterokoky c¢asto
napadaji srde¢ni chlopné, které byly jiz poSkozeny predeslymi patologickymi zmeénami.
Na umélych srdecnich chlopnich tvoii enterokoky biofilm za pomoci ESP, které jsou
popsany V kapitole 1.3 Antigenni vlastnosti (Malek, 2001; Benes, 2009; Scharfen, 2013).
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Obrazek 8: Infekéni endokarditida
Zdroj: https://www.vitalia.cz/katalog/nemoci/endokarditida/ , upraveno
1.5.4 Ostatni infekce

Zivot ohrozujici organova dysfunkce zptisobena aberantni odpovédi organismu na infekei
je oznacovana jako sepse. V enterokokovou sepsi nejcastéji vyusti mocové infekce,
perifernich zilnich katetri nebo centralniho Zilniho katetru. VétSinou se projevuji
celkovymi ptiznaky jako je tfesavka, horecka apod. Pii del$im trvani katétrové sepse se
zvysuje riziko embolie. Vzacné u imunosuprimovanych pacientd mohou byt enterokoky
puvodci meningitidy. S mensi Cetnosti zptusobuji i gynekologické zanéty, vzacné infekce
kosti, kloubti a umélych nahrad. Enterococcus durans, jako jediny zastupce rodu
Enterococcus, neni soucasti bézné stievni flory a naopak sttevni infekce mize vyvolavat

(Julak, 2006; Kolat, 2008; Holub, 2016).
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2. Antibiotika

Utinné latky proti bakteriim tzv. antimikrobialni latky (AML) jsou fazeny mezi
antiinfektiva. V klinické praxi se vyuzivaji k1é¢b¢ bakteridlnich infekci ¢i
k jejich profylaxi. Mezi antiinfektiva se fadi antimykotika, ktera ptisobi proti houbam,
antivirotika a virostatika jsou u¢inné proti virim a antiparazitika, kterd se dale déli na

antiprotozoika a antihelmintika (Votava, 2005; Julak, 2006; Stefan, 2019).
2.1 Typ ucinku antibiotik

Zakladni rozdéleni zptisobu t¢inku AML je baktericidni a bakteriostatické. Baktericidni
AML jsou latky jejichz ucinek spocivd v rychlém usmrceni bakterie. Jednd se o
ireverzibilni stav. Vyhodou je, Ze jejich klinicky Gi¢inek se dostavuje velmi rychle a to jiz
do 48 hodin od podani AML pacientovi. Proto jsou vyuzivany u zavaznych klinickych
stavii. Mezi baktericidni latky jsou fazeny B-laktamy, aminoglykosidy, polypeptidy a
glykopeptidy. Bakteriostaticky t¢inek AML pouze zastavuje rdst a mnozeni bakterii.
Jedna se o reverzibilni stav. Nastup ucinku trva déle, obvykle az n€kolik dni. Po jejich
vysazeni se mohou bakterie dile mnozit, jelikoz jejich likvidace je dana stavem
imunitniho Systému daného jedince. Mezi bakteriostaticka antibiotika se fadi
tetracykliny, chloramfenikol, makrolidy, linkosamidy a nalezi sem i vétSina
chemoterapeutik (Votava, 2005; Julak 2006, Kopecka, 2017).

Kromé povahy antibiotika a povahy mikroba zavisi i¢inek AML i na jejich koncentraci
a délce piisobeni. Laboratorné se stanovuji dvé (tfi) hodnoty — minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), minimalni baktericidni koncentrace (MBC) a minimalni
antibakterialni koncentrace (MAC). V klinickych laboratofich se stanovuje pouze
hodnota MIC, hodnoty MAC a MBC se stanovuji pro vyzkumné ucely. MIC je nejnizsi
koncentrace antibiotika schopna zabranit ristu a mnoZeni ptislusného mikroba. Udava se

1 hodnota MIC 90, ta nam ukazuje hodnotu koncentrace, ktera potlaci rist 90 %

[RA4

cvwr

zpusobit zmény v morfologii nebo v chovani bakterie napf. Spatna adheze k receptorim,
nedostate¢na tvorba toxinil. Tato hodnota je spiSe teoreticka (Votava, 2005; Juldk, 2006;

Benes, 2018; Stefan, 2019).
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2.2 Mechanismy ucinku

Antimikrobialni latky se mohou rozd¢lit do péti skupin podle mechanismu t¢inku. Prvni
skupinou jsou inhibitory syntézy bunécné stény, které jsou baktericidni a narusuji jeden
ze ti{ stupiit syntézy. Radime sem B-laktamy (peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy),
glykopeptidy (vankomycin) a antituberkulotika. Druhou skupinou jsou inhibitory syntézy
nukleovych kyselin. Patfi také mezi baktericidni AML a jsou sem fazeny napf. chinolony,
které inhibuji enzym DNA-gyrasa, nebo rifampicin, ktery inhibuje syntéz mRNA. Dalsi
skupinou jsou inhibitory cytoplazmatické membrany (CM), které pfispivaji
k dezorganizaci CM, ¢imz je porusena jeji funkce. Jedna se napiiklad o kolistin.
Predposlednim mechanismem je inhibice proteosyntézy, tu zajistuji jak baktericidni
(aminoglykosidy) tak bakteriostatické (tetracykliny, makrolidy) AML, které bud’ u€inku;ji
na 30S nebo 50S jednotku ribozomu. Posledni skupinou jsou inhibitory metabolismu
kyseliny listové tzv. antimetabolity. Patii sem sulfonamidy. (Votava, 2005; Julak, 2006;
Stefan, 2019).

2.3 Glykopeptidova antibiotika

Glykopeptidova antibiotika plisobi na vétSinu grampozitivnich aerobnich i anaerobnich
bakterii a maji baktericidni Uc¢inek, avSak na enterokoky pusobi pouze bakteriostaticky.
Glykopeptidy inhibuji syntézu bakterialni stény. Chemicky jsou to velké a komplexni
molekuly. Jednd se o heptapeptidy, které se skladaji ze tii Casti: peptidového fetézce
slozené¢ho ze sedmi aminokyselin, vzajemné propojena aromatickd jadra a 2-3 cukra po
obvod¢ molekuly. Maji podobny mechanismus jako B-laktamy, inhibuji syntézu
bakterialni stény. Tato inhibice je zplisobena tak, Ze glykopeptid se navaZze na koncovou
Cast pro vznik peptidoglykanu, pfesnéji na konec pentapeptidu — terminalni ¢ast D-alanyl-
D-alanin a tim brani zesitovani tvoficiho se peptidoglykanu. Zablokuje se 1 moznost
pfi€né vazby mezi dalS§imi fetézci a blokuje se i prodluzovani vladken. Dochazi
k blokovani transglykosylace, kdy je znemoznéna funkce enzymu, ktery spojuje
jednotlivé dimery. Dale existuji jesté lipoglykopeptidy, které maji pfipojeny lipofilni
postranni fetézec a ten zvysuje afinitu k lipofilnim bilkovinam v plazmé a tkédnich a také
K lipidim v bakterialni membrané. Mezi lipoglykopeptidy fadime teikoplanin,
dalbavancin, telavancin a oritavancin (Votava, 2005; Benes, 2018; Kiesalova, 2018;

Stefan, 2019).
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Glykopeptidy se nevstiebavaji z gastrointestinalniho traktu z diivodu velikosti molekul,
¢eho se vyuziva prave pii 1écbé klostridiové kolitidy, kdy se ATB podavaji peroraln¢.
K dosazeni systémového ucinku se podavaji vyhradné parenteralné, kde se navazou na
krevni bilkoviny a poté difunduji do vétSiny prokrvenych tkani. Maji omezenou
schopnost pronikdni pfes biologické bariéry. Nepodléhaji néjakému vétSimu
metabolickému rozpadu a vylucuji se prevazné moci. Tim, ze se témet nemetabolizuji, je
zamezena vEtSina interakcei s jinymi 1éky. Mezi nezadouci G¢inky je fazena nefrotoxicita,
ktera se ale vyskytuje s riznou ¢etnosti 0-30 %. Ototoxicita je v souc¢asné dob¢ vzacna a
projevuje se poruchami sluchu, vertigem a tinnitem. Glykopeptidy zejména vankomycin
je dulezité podavat v pomalé infuzi, jinak dochézi k dal§imu nezddoucimu uc¢inku, kterym
je uvolnéni histaminu a nasledné anafylaktické reakci. Jedna se o tzv. red man syndrom,
ktery se projevuje zarudnutim kize pfedev§im na krku a trupu a hypotenzi. Teikoplanin
méné nezadoucich G¢inkl nez vankomycin (Votava, 2005; Benes, 2018; Ktesalova, 2018;

Stefan 2019).
2.3.1 Vankomycin

Vankomycin (viz Obrazek 9) je antibiotikum vyuzivané k 1é¢bé infekci zpusobené
grampozitivnimi bakteriemi jako jsou pneumonie, enterokokové endokarditidy, sepse,
infekce centralniho nervového systému, infekce gastrointestinalniho traktu (GIT), infekce
kiize. Casto je uzivan jako alternativni antibiotikum, pokud nelze pouzit jiné, napiiklad
z divodu alergické reakce. Hlavni indikaci k pouziti vankomycinu jsou vazné infekce
zpusobené G+ bakteriemi, které jsou rezistentni na B-laktamova antibiotika (napf.
MRSA) nebo pti 16¢bé infekcei zpusobené vice druhy G+ bakterii. Vankomycin puisobi
baktericidné, ale vici enterokoktim je bakteriostaticky. Pro dosazeni baktericidniho
ucinku se musi kombinovat s dal§imi antibiotiky dle jejich citlivosti. Lze jej kombinovat
s aminoglykosidy nebo aminopeniciliny. Vankomycin je podavan peroralné pii lécbé
klostridiovych enterokolitid. Nejcastéji se podava parenterdln€. Pro dospélého je
doporucena davka 1 g kazdych 12 hodin, vhodnéjsi je ddvkovani dle naméfenych hladin
vankomycinu Vv séru. Mezi nezadouci u¢inky 1é¢by vankomycinem je fazena flebitida
v misté aplikace, klasické alergické projevy ¢&i red man syndromu (Benes, 2018; Stefan,
2019).
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Obrazek 9: Struktura vankomycinu

Zdroj: Benes, 2018; upraveno

2.3.2 Teikoplanin

Teikoplanin (viz Obrazek 10) ma podobnou strukturu jako vankomycin, obsahuje navic
postranni uhlovodikovy fetézec, ktery ma lipofilni charakter. Spektrum ucinku a jeho
plusobeni je stejné jako u vankomycinu, ma vys$i U¢innost vuc¢i enterokokim,
streptokokiim, pneumokokiim a niz§i ke koaguldza-negativnim stafylokokdm.
Teikoplanin se podava parenteralné nebo intramuskularné. Nevstiebava se
v gastrointestinalnim traktu a pii parenteralnim nebo intramuskularnim podanim se
vétSina vaze na bilkoviny krevni plazmy hlavné na albumin. Teikoplanin se témé&f
nemetabolizuje a vylucuje se moci. Nepronika do centralniho nervového systému. Dobie
pronikd do Zlu¢i, lépe nez vankomycin. Po podéani teikoplanin vykazuje 1 méné
nezadoucich G¢inkid nez vankomycin. Muze dojit k alergické reakci, red man syndromu
dochazi jen vyjimeéné, &eho se vyuziva pii rychlém podani infuzi. (Benes, 2018; Stefan,

2019)
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Obrazek 10: Struktura teikoplaninu, R = varianty postrannich fetézct
zdroj: Benes, 2018; upraveno
2.4  Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence se déli na primarni (pfirozend, inherentni) a na sekundarni
(ziskanou). Primarni rezistence se vyskytuje u celé populace daného druhu bakterie.
Odviji se od metabolismu mikroba, nejcastéji se jedna o absenci cilového mista pro vazbu
antibiotika. Piikladem pfirozené rezistence jsou enterokoky pfirozené rezistentni na
cefalosporiny. Vétsim problémem je rezistence ziskana. Antibiotickou rezistenci lze
ziskat bud’ mutaci genu piimo na bakteridlnim chromozomu, nebo dojde k pfenosu genu
pomoci plasmidu ¢i transpozony. Antibiotickd rezistence bakterii se neustale zvySuje,
nejvice se rezistentni bakterie vyskytuji ve zdravotnickych zatfizenich, kde se antibiotika
hojné pouzivaji. V téchto zafizenich je velmi dilezity monitoring antibiotickych
rezistenci. Monitoring probihd na tfech zakladnich Urovnich a to na lokalni (krajska
hygiena, nemocni¢ni hygiena), narodni (Statni zdravotni ustav) a mezinarodni (ECDC,

EARS-Net) (Votava, 2005; Julak, 2006; Benes, 2018; Stefan, 2019).
2.4.1 Vankomycin-rezistentni enterokoky

Jak bylo uvedeno v textu vySe, vankomycinova rezistence je sekundarnim typem
antibiotickeé rezistence. Baktericidni u¢inek vankomycinu spociva ve vazbé¢ antibiotika na
bunéény obal bakterie. Vankomycin tvoii spletitou sit’ vodikovych vazeb s oblasti d-Ala-
d-Ala lipidu Il bunééné stény, coz naruSuje proces zrani peptidoglykanové vrstvy.
Rezistence na vankomycin zahrnuje degradaci tohoto pfirozeného prekurzoru a jeho

nahrazeni alternativami d-Ala-d-lac nebo d-Ala-d-Ser, ke kterym ma vankomycin nizkou
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afinitu. Bylo popsano jiz 9 typta fenotypové rezistence (Cetinkaya, 2000; Benes, 2018;
Raza, 2018)

2.4.1.1 Rezistence fenotypu VanA

Jedna se o nejcastéji vyskytujici se fenotyp vankomycinové rezistence. Objevuje se
predevsim u kment E. faecium, méné u E. faecalis nebo E. durans. Rezistence fenotypu
VanA je podminéna expresi genli operonu vanA. Operon vanA obsahuje gen souvisejici
s rezistenci na teikoplanin a gen kodujici syntézu enzymu ligazy, ktery se podili na tvorbé
d-Ala-D-lac dipeptidu. Enterokoky s rezistenci fenotypu VanA jsou siln¢ rezistentni na
vankomycin i teikoplanin (Benes, 2018; Raza, 2018; Stefan, 2019).

2.4.1.2 Rezistence fenotypu VanB

Druhou nejéastéjsi rezistenci je fenotyp VanB. Vyskytuje se zejména u E. faecalis.
Rezistence fenotypu VanB je podminéna expresi operonu vanB. Operon vanB ma
podobny geneticky zaklad jako operon vanA. Neobsahuje vSak gen souvisejici
s rezistenci na teikoplanin. Enterokoky s rezistenci fenotypu VanB jsou rezistentni pouze
k vankomycinu a maji variabilni citlivost vi¢i teikoplaninu (Benes, 2018; Raza, 2018;

Stefan, 2019).

2.4.1.3 Rezistence fenotypu VanC

Treti nejcastéjsi rezistenci je fenotyp VanC. Vyskytuje se u E. casseliflavus, E.
gallinarum a E. flavescens. Rezistence fenotypu VanC je podminéna expresi gent
operonu vanC. Operon vanC ma odliSny geneticky zéklad od operonu vanA a vanB.
Operon vanC obsahuje gen kodujici syntézu enzymu ligazy, ktery se podili na tvorbé d-
Ala-d-ser dipeptidu. Geny, které koduji tuto rezistenci, jsou na bakterialnim chromozomu
a béZné se nepienaseji. Enterokoky s rezistenci fenotypu VanC vykazuji slabou rezistenci

na vankomycin (Benes, 2018; Raza, 2018; Stefan, 2019).
2.5 Infekce spojené se zdravotni péci

Infekce spojené s poskytovanim zdravotnické péce (HAI, healthcare-associated
infection) neboli nozokomidlni nakazy (NN) jsou infekce, které vznikaji pii pobytu ¢i
ptimé souvislosti s pobytem v nemocni¢nich zatizenich. Kazdy pobyt ve zdravotnickém
zatizeni nese urcita rizika a komplikace a pravé NN jsou jednim z nich. K nozokomialnim
pfenosiim miize dochédzet endogenné i exogenné. Pii endogennim pienosu pochézi

patogenni mikroorganismus z téla pacienta, k manifestaci onemocnéni dochdzi vzhledem

23



ke zhorSeni zdravotniho stavu. Pfi exogennich pfenosech dochazi k nédkaze pacienta
Z nemocnic¢niho prostiedi. Miize se jednat o nemocni¢ni persondl a vybaveni, popf.
pienos od jiného pacienta na spole¢ném pokoji. NejrizikovejSimi misty pro pienos HAI
jsou anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni (ARO) a jednotky intenzivni péce (JIP). HAI
jsou vyvolané nejcastéji bakteriemi, méné Casté jsou kvasinkové nebo virové infekce.
HAI se ptenaseji vodou, vzduchem, télesnymi tekutinami, fekalné-oralni cestou ¢i jidlem.
U pacient muze dojit pouze k jejich kolonizaci bakteriemi ¢i pfimo k manifestnimu
rozvoji infekce. V Tabulce 1 je popsan zdroj ptenosu a piiklady patogenu (Kolat, 2008;
Rozsypal et al., 2013; Kolarova, 2020).

Tabulka 1: Zdroj infekci spojenych se zdravotni péci

Zdroj Pivodce

G — bakterie (Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophilia., Stenotrophomonas maltophilia, Serratia

Voda ) _ _
marcescens, Acinetobacter sp., Legionella pneumophila),
mykobakterie (Mycobacterium avium, xenopi)
G+ koky Viry:
) ) Varicella-
Mycobacterium tuberculosis
zoster,
Vzduch influenza
Kvasinky:
Aspergillus sp.
Salmonella sp., Campylobacter jejuni, Clostridium Viry: rotaviry,
perfringens, dificile, Yersinia enterocolitica, Vibrio noroviry
Potrava ' cholerae, parahaemolyticus, Streptococcus sp., Listeria _
Kvasinky:
monocytogenes _
Candida sp.

Zdroj: Koléatrova, 2020; upraveno

Mezi nejcastéjsi typy HAI patii infekce mocovych cest, infekce po chirurgickém vykonu,

ventildtorova pneumonie, septické stavy, gastrointestinalni infekce. V ptipadé HAI je
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velmi diilezité dodrzovani prevence. Mezi zakladni znaky preventivnich opatfeni patii
informace zpracované v Tabulce 2 na dalsi stran¢ (Mad’ar, 2006; Kolat, 2008; Rozsypal
et al., 2013; Kolarova, 2020).

Tabulka 2: Preventivni opatieni proti infekcim spojenych se zdravotni péci

Spravné stavebni uspotfadani oddéleni Izolace pacientq, manipulace

s biologickym materidlem

Spravna organizace oSetfovatelské péce Dostatek personalu

Spravné oSetfovatelské postupy Pouzivani ochrannych pomiicek, uzaviené

systémy pii odsavani télnich materiald, ...

Sterilita prostfedi a pomticek Jednorazové ochranné pomucky,
dezinfekce, aseptické postupy, osobni

hygiena pacienta

Spravna a raciondlni antibiotické 1écba

Zdroj: Kolat, 2008; vlastni zpracovani

Ke sledovani infekci spojené se zdravotni péci slouzi Narodni referencni centrum pro
infekce spojené se zdravotni péci (NRC). Toto centrum je soucasti Statniho zdravotniho
tstavu (SZU) a navazuje na aktivity organizované Evropskym centrem pro prevenci a
kontrolu infek¢nich onemocnéni (ECDC). Vydavaji metodické postupy, vytvateji
programy pro prevenci a kontrolu, zaji$t'uji odborné poradenstvi souvisejici s infekcemi
spojené se zdravotni pé¢i (Narodni referencni centrum pro infekce spojené se zdravotni

péci, 2022).
2.6  Sledovani antibiotické rezistence EARS-Net

Zkratka EARS-Net znamena European Antimicrobial Resistance Surveillance Network.
Jedna se 0 mezinarodni sit’ v rdmci Evropy, ktera se zabyva shromazd’ovanim a analyzou
dat o rezistencich k antibiotikim vyskytujicich se u invazivnich kment bakterii. EARS-
Net byla zalozena na popud Evropské komise v r. 1989. Je fizeny Evropskym centrem
pro prevenci a kontrolu infekénich onemocnéni ECDC (European Centre for Disease

Prevention and Control). Ceska republika se k tomuto projektu pfidala v r. 2000 a zde

25



zajiStuje koordinaci Statni zdravotni Ustav respektive Nérodni referencni laboratof pro
antibiotika. Hlavnim cilem je shromdzdéni dat o antibiotickych rezistencich a rychlé
odezvé pii vzniku nové vzniklych rezistenci. EARS-Net vySetfuje pouze kmeny
izolované z krve (hemokultur). Sleduje se Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter species a dalsi (Urbaskova, 2008; Urbaskova, 2014; Smrzova,
2019; European antimicrobial resistence surveillance network, 2022; European Centre for

Disease Prevention and Control, 2022).
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3. Klostridiové infekce

3.1 Rod Clostridium

Rod Clostridium je velka skupina grampozitivnich ty¢ek (Obrazek 11a), které mohou mit
rizné velikosti. Je znamo vice nez 170 druha a né€které z nich jsou velmi nebezpeéné a
mohou zplsobit az smrtelnd onemocnéni. Vyznacuji se zejména jejich vztahem ke
kysliku a to, ze jsou typicky anaerobni. N&které druhy jsou schopné rist i za aerobnich
podminek a oznacuji se jako aerotolerantni. Dal§i vyznamnou vlastnosti je tvorba spor,
coz je jejich klidové stadium. Tyto spory jsou velmi odolné vici fyzikalné-chemickym
vliviim naptiklad spory nékterych druht dokézou piezit i var. Spory jsou pak uloZeny
terminaln¢, subterminalné nebo centralné. Jednd se o rychle rostouci bakterie.
Kultivujeme je na selektivnich médiich na klostridia (viz Obrazek ¢. 11b) v anaerobnich

termostatech (Votava, 2003; Julak, 2006; Kolatova, 2020; Cizek, 2021).
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Obrazek 11: Preparat Clostridium difficile obarveny dle Grama (12a), nardst na CDIF

agaru od firmy Biomerieux (12b)

Zdroj: Cizek, 2021; http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/2-chromid-c.-

difficile; upraveno
3.2 Vyskyt

Klostridia jsou obvykle saprofytickymi organismy. Vyskytuji se hojné v pad¢, v pisku,
prachu a ve vegetaci. Jsou piirozenou florou zvifat i lidi. Uéastni se pfedev§im hnilobnych
procest. V pfirodé nepfiznivé podminky pfezivaji ve stddiu velmi rezistentnich spor,
které odolavaji zafeni, extrémnim teplotdm, vyschnuti, i né¢kterym chemickym latkam.

Diky témto pro né ochrannym prostiedkiim dokazou spory piezivat 1 velmi dlouho. Pro
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¢lovéka maji vyznam hospodarsky vyuzitelné metabolity klostridii. Podileji se na vyrobé

octa ¢i enzymu (Bednat, 1994; Votava, 2003; Juldk, 2006; Kolarova, 2020).
3.3 Epidemiologie

Klostridia mohou zpisobovat infekce tkani zpisobené tvorbou histolytickych toxint —
naptiklad Clostridium perfringens. Dale mohou postihovat centralni nervovou soustavu,
kde jej poskozuji tvorbou neurotoxint — Clostridium botulinum. A v neposledni fadé se
jedna o typické stfevni zanéty, kde Clostridium difficile produkuje enterotoxiny. Tyto
enzymy degraduji stfevni tkan, jedné se o enterotoxin A a cytopaticky toxin B. Jedna se
o infekci spojenou s podavanim antibiotik. Zpiasobuji tak kolitidu, ktera se projevuje
vodnatymi az krvavymi prijmy, bolestmi bficha, objevuji se i Sedé pseudomembrany a
muze dojit k perforaci stfeva. Tato klostridiova kolitida se 1é¢i pfedev§im vankomycinem
nebo metronidazolem. Léceni klostridiové kolitidy vankomycinem mize byt rizikem
nasledného rozsifeni VRE. Otazkou, zda-li se zvySenym poctem klostridiovych infekci
zvySuje 1 pocet VRE infekci se zabyva prakticka ¢ast této prace v kapitole 7.3 Vyskyt
klostridiovych infekci a porovnéni s vyskytem VRE (Bednat, 1994; Votava, 2003; Juldk,
2006; Rozsypal et al., 2013).
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4. Diagnostika enterokokii a VRE

Laboratorni ¢ast prace se rozd¢luje na tii faze a to preanalytickou, analytickou a
postanalytickou. Preanalyticka faze zahrnuje piipravu pacienta pifed odbérem, odbér
vzorkli a transport do laboratoie. Poté nastava faze analytickd, kdy dochazi k dané
analyze vzorkti — konkrétné zde kultivace enterokokt, jejich identifikace, stanoveni
citlivosti na antibiotika. Postanalyticka faze zahrnuje kontrolu a vydavani vysledki, jejich
konzultace s dalsimi odborniky. Veskeré postupy pro odbér, transport a zpracovani
biologického materidlu by méla mit kazda laboratot zpracované ve své laboratorni
priru¢ce a ve standartnich operac¢nich postupech (SOP), které jsou vytvoreny dle
Narodnich standartnich vysetfovacich postupi (NSVP), které vydava Spolecnost pro
Iékai'skou mikrobiologii CLS JEP (SLM CLS JEP). Diky témto postuptim, které by méli
vSichni zdravotni pracovnici daného zdravotnického zatizeni znat a praktikovat, by
nemélo dochazet k chybam a mélo by to zarulit spravnost vysetfeni (Scharfen, 2013;

Bartingk, 2016; Kolarova, 2020).
4.1 Odbér vzorkii

Enterokoky lze izolovat témét ze vSech biologickych materiali — mo¢, stolice, vytéry
z rekta, stéry z chirurgickych ran, zlu¢i a zriznych vypotkt. Veskery materidl na
mikrobiologické vySetfeni se musi odebirat do sterilnich zkumavek, kontejnert,
odbérovych souprav. Na moc se vyuZivaji sterilni zkumavky s modrym vickem, na vytéry
z rekta se pouzivaji vytéroveé soupravy s transportnim médiem. Vytéry z hornich cest
dychacich se mohou odebirat do vytérovych souprav i bez transportniho média (Votava,

2010; Schindler, 2014; Kolarova, 2020).
4.2  Transport materidlu do laboratoie

Biologicky material se do mikrobiologické laboratofe musi dostat co nejrychleji, jelikoz
vzorek pro kultivaci by mél byt zpracovan piiblizn€ do 2 hodin po odbéru. Je dilezité,
dle druhu vzorku, pouzit transportni médium. Teplota pfi transportu by méla byt
dodrZovana pfi laboratorni teploté. Pii nemoznosti material dodat do 2 hodin po odbéru
se material skladuje a transportuje pii 4 °C, 1 zde jsou urcité¢ vyjimky jako transport
hemokultur, které by méli byt vzdy pfi laboratorni teploté (Votava, 2010; Scharfen, 2013;
Schindler, 2014; Kolarova 2020).
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4.3 Zpracovani v laboratoii

Pti pfijmu biologického materidlu do laboratofe se musi zkontrolovat spravnost a shoda
biologického materialu s Zadankou. Zadanka i vzorek by mély obsahovat jméno a
piijmeni pacienta, rodné Cislo, informace o pojistovné, o jaky druh materialu se jedna,
pozadované vySetieni, o ordinujicim Iékafi, datum a cas odbéru, kdo odbér provedl.
Pokud je vSe shodné, zadanka se pak zapiSe do laboratorniho informac¢niho systému (LIS)

a vzorku se ptidéli laboratorni ¢islo.
4.3.1 Kultivace klinického materidlu

Kultivace je metodou ptimého priikazu mikrobt. Jedna se o zdkladni vySetfovaci metodu
pouzivanou v mikrobiologii. Je zaloZzena na schopnosti mikroorganismii mnozit se a rist
na nezivych kultiva¢nich médiich. Cilem je ziskani jednotlivych kolonii dané¢ho druhu
mikroorganismu, jeho ndsledni identifikace a stanoveni citlivosti k antibiotikiim.
Kultiva¢ni média mohou byt tuhd (napt. krevni agar) ¢i tekutd (napt. jatrovy bujon pro
pomnozeni). Pro kultivaci enterokokii se vyuziva krevni agar, Slanetziv-Bartleyho agar,
Zlu¢-eskulinovy agar, URI select agar a popiipadé chromogenni agar (VRE agar) pro
diagnostiku vankomycin rezistentnich enterokokd. VRE agar lze pouzit pro screening
vzorkd. VSechna zminéna kultivaéni média jsou popsana v kapitole 1.4 Kultivace.
Kultivace trva nejméné 24 hodin, nékdy muze byt prodlouzena na 48 hodin dle charakteru
vzorku. Mikroorganismy jsou kultivovany pfi teploté¢ 37 °C v termostatu Vv prostiedi
s kyslikem, nebo v termostatu se zvySenou tenzi oxidu uhli¢itého (Votava, 2003; Votava,

2010; Schindler, 2014; Zemli¢kova, 2020).
4.3.2 Identifikace mikroorganismii

Po dvaceti ¢tythodinové inkubaci se kultivaéni média prohliZeji a provadi se identifikace
mikroorganismi. Jako negativni je oznacen takovy vzorek, u kterého na kultiva¢nich
médiich nenarostla Zddnd mikrobialni kultura. Pii pozitivité jsou zde narostlé kmeny
patogennich mikroorganismu, které se nasledn¢ identifikuji. Identifikace se provadi bud’
pomoci biochemickych testii nebo pomoci systtmu MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight mass spectrometry), jedna se o hmotnostni
spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci za Gicasti matrice s detektorem doby letu (viz
Obrazek 12).
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Identifikace pomoci MALDI-TOF MS probihéd tak, Zze se narostla kolonie odebere
z kultivaéni misky a nanese se piimo na MALDI desticku, zakape se matrici (smés
kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoficové, acetonitrilu a kyseliny trifluoroctové), necha se
zaschnout a vlozi se do pfistroje. Matrice zajiStuje kontakt analyzované¢ho vzorku
s laserem a zaroven jednotlivé molekuly chrani pied fragmentaci. Dale zprosttedkovava
pienos energie, kdy dojde k excitaci molekul matrice, které ionizuji molekuly vzorku za
vysokého tlaku. lonty, které ptesly zpevné do plynné faze, jsou urychleny silnym
elektrickym polem a jsou vnaSeny do vakua v trubici analyzatoru TOF (Time of Flight).
Doba letu jednotlivych Castic je zavisla na jejich hmotnosti a ndboji molekuly. Iontovy
detektor pak zaznamenava dobu letu ¢astice, ty mensi dorazi k detektoru diive Bursova,

2014; Idelevich, 2014; Patel, 2015; Kolafova, 2020).

Vysledkem je hmotnostni spektrum (viz Obrazek 13) ukazujici pocet iontli dopadajicich
na detektor v prabéhu ¢asu. Identifikace pak spociva v porovnavani proteinovych profili
analyzy s referen¢nimi spektry. MALDI-TOF MS je velmi citliva analytickd metoda,
kterd poskytuje vysledky ve velmi kratkém case, coz je vyhodné v ramci Uspor Casu a
muze se tak rychleji nasadit specifickd 1é€ba na patogenni mikroorganismy (Bursova,

2014; Idelevich, 2014; Patel, 2015; Kolafova, 2020).

Obrazek 12: Pristroj MALDI-TOF MS

zdroj: vlastni foto
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Obrazek 13: Hmotnostni spektra na MALDI-TOF MS, E. faecalis (14a) a E. faecium
(14b)

Zdroj: vlastni foto

Dal$im syst¢émem jak pro identifikaci, tak pro stanoveni kvantitativni citlivosti na
antibiotika, je VITEK®2 (viz Obrazek 14). Jednd se o pIné automatizovany
mikrobiologicky identifikani systém, ktery vyhodnocuje opticky signal na zakladé
biochemickych testl probihajicich v komeréné vyrdbénych identifikacnich kartach (ID
cards). Systém porovnava vysledky se specifickymi biochemickymi reakcemi
mikroorganisml v databazi a nasledné poskytne identifikaci mikroorganismu. Systém
poskytuje 1 informace o mechanismu bakteridlni rezistence testovaného vzorku. Ke
stanoventi citlivosti k antibiotikim se vyuzivaji tzv. AST cards, které¢ obsahuji vice nez
40 antimikrobialnich latek a vysledkem je hodnota MIC (minimélni inhibi¢ni

koncentrace) (Hata, 2007; Bursova, 2014).
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Obrazek 14: Pristroj VITEK® 2
Zdroj: vlastni foto
4.3.3 Stanoveni citlivosti K antimikrobidalnim latkam

Zakladem stanoveni citlivosti bakterie k antibiotickym latkam je kultivace. Citlivost se
stanovuje kvalitativné nebo kvantitativné. Pfi kvalitativnim stanoveni se pouziva tzv.
diskovy difuzni test (Obrazek 15 na dalsi strané). Jednd se o rutinni a jednoduchou
metodu. Z narostlé kultury se vytvofi inokulum ve fyziologickém roztoku o hustoté 0,5
McFarlandovy zékalové stupnice. Inokulum se ockuje na kultivacni plotnu masivné
napiiklad prelitim a nasledné odsatim piebytku nebo dle novych postupti vydanych
systtmem EUCAST se inokuluje roztok bakterie pomoci vatového tamponu. PouZziva se
Muellerav-Hintoniv agar (MH agar) ¢i MH agar s koniskou krvi. Poté se na agar pokladaji
antibiotické disky a plotny se kultivuji 16-20 hodin pii teploté¢ 35-37 °C. Kolem
antibiptickych diskil se vytvoii inhibi¢ni zony, kterym jsou zméfeny praméry. Priméry
se porovnavaji s tzv. breakpointy, velikost zony daného antibiotika, ktera Stanovuje
citlivé a rezistentni mikroorganismy. Jsou to referen¢ni hodnoty, které jsou laboratofemi
vyuzivany pro interpretaci vysledki a tyto hodnoty stanovuje systém EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility) (Votava, 2005; EUCAST, 2019;
Kolérova, 2020).
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Obrazek 15: Diskovy difuizni test

Zdroj: vlastni foto

Pfi kvantitativnim stanoveni citlivosti se stanovuje minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) mikroorganismu. Stanoveni MIC se provadi pomoci (mikro)diluénich metod.
Reakce probiha v mikrodilu¢nich destickéch. Na dné desti¢ek je MH agar, ktery obsahuje
posupné zvySujici se koncentrace antibiotika. Tato metoda se hodnoti vizualné nebo
spektrofotometricky. Pro kvantitativni stanoveni se mlize vyuZit i systém VITEK® 2,
ktery je popsan vyse (Votava, 2005; Bursova, 2014; EUCAST, 2019; Kolarova, 2020).

Kombinaci agarové difizni metody a agarové dilu¢ni metody vznikla metoda zvana E-
test (Obrazek 16). Tento test se provadi tak, ze se vytvoii z narostlé kultury inokulum o
dané denzit¢ a aplikuje ses na MH agar, na ktery se pak polozi plastovy prouzek
napustény danou antimikrobidlni latkou, ktera ma pfeddefinovany koncentra¢ni gradient.
Kultura pak roste ve tvaru kapky a misto, kde dojde ke zkiiZeni eliptické inhibi¢ni zony

s prouzkem je hodnota MIC (Bursova, 2014; Koléatova, 2020).
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Obrazek 16: Vankomycinovy E-test u tfech typt rezistenci

Zdroj: Maza et al., 2020; upraveno
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Experimentalni ¢ast

5. Cile prace a hypotézy
Jako cile této prace byly stanoveny:

Cil 1) Seznameni s problematikou vankomycin-rezistentnich enterokoku, jejich

zastoupeni, moznosti pienosu, moznosti diagnostiky.

Cil 2) Zhodnoceni vyskytu vankomycin-rezistentnich enterokokli v disledku
interpersonalniho pfenosu/kolonizace pacienta a vyskyt vankomycin-rezistentnich

enterokoki jako pozitivni vysledek selekéniho tlaku antibiotické 1éCby.

Préce se vénuje nasledujicim vyzkumnym otazkam, které koreluji s vyse uvedenymi cili:

a) Jaké je zastoupeni vankomycin-rezistentnich enterokokti v Nemocnici Tébor, a.s.

v ramci oddéleni a celkové ostatnich enterokoku?

b) Je tvrzeni, ze se zvySenym pocétem klostridiovych infekei se zvysi i pocet vankomycin-

rezistentnich enterokok, pravdivé?

¢) Koresponduje zvysujici se vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokok v Nemocnici

Tébor, a.s. s vyskytem vankomycin-rezistentnich enterokoki v ramci Ceské republiky?
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6. Metodika

Data ke zpracovani této prace byla ziskana na Oddéleni 1¢kai'ské mikrobiologie (OLM)
Vv Nemocnici Tabor, a.s. (NT, a.s.). Pfi provedeni praktické ¢asti bakalarské prace byly
nasledovany postupy zavedené na OLM pro rutinni zpracovani biologického materialu,
identifikaci mikroorganismi a stanoveni citlivosti k antibiotickym latkam. Pro statistické

zhodnoceni byla pouzita data v obdobi 2018-2021.
6.1 Preanalyticka fize

Vzorky odeslané na mikrobiologické vysetieni pfijimd OLM b&hem své provozni doby
nepietrzité. V NT, a.s. je mozné vzorky odevzdat na sbérném misté, které se nachazi na
Oddg¢leni klinické biochemie (dale jen OKB), kde jsou v danych ¢asovych intervalech

vzorky odnaseny nemocni¢nim persondlem na OLM.

V ramci preanalytické¢ fadze se Vv laboratofi kontroluje pfijimany vzorek spoleéné se
zadankou. Kontroluje se spravnost udaja tykajicich se pacienta (jméno, pfijmeni, rodné
¢islo, pojistovna, popi. bydlisté), spravné oznaceni vzorku a udaje na zadance (udaje o
pacientovi, datum a ¢as odbéru, kdo odbér provedl, pozadované vysetieni, ordinujici 1¢kar
nebo oddéleni). V pfipadé, ze je vSe shodné, zapiSe se Zadanka do laboratorniho
informacniho systému (LIS), oznac¢i se datem piijmu, podpisem laboranta a vzorku se

pridéli laboratorni €islo.
6.2 Analyticka faze

Analyticka faze zahrnuje vlastni analyzu vzorkd, ktera je provadéna v souladu s postupy
spravné laboratorni praxe. Do analytické ¢asti je zahrnuta vnitini a vnéj$i kontrola kvality,

kterd ma za cil minimalizovat chyby daného analytického procesu.
6.2.1 Kultivace

Enterokoky Ize kultivovat z mnoha riznych biologickych materiali. Pro popis
kultiva¢niho postupu byl zvolen tekuty klinicky material zlu€. Pro zpracovani Zluci se
pouzivaji se zakladni kultiva¢ni média jako je krevni agar, Endlv agar, ktery je selektivni
pro gramnegativni bakterie. Déle se pouZiva na priikaz anaerobnich bakterii Schadleriv
agar, na prukaz salmonel deoxycholat-citratovy agar (dale jen DCA), CNA agar pro
prikaz grampozitivnich bakterii, Sabouradliv agar ke kultivaci kvasinek a plisni.

K pomnozeni bakterii se vyuZziva jatrovy bujon, ktery se nasledujici den vyockuje na
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krevni a Endiiv agar a jeste se vyuziva selenitovy bujon pro pomnoZzeni salmonel, ten se
vyockuje na DCA agar. Z tekutého klinického materialu se dale zhotovuje mikroskopicky
preparat, ktery je po zaschnuti barven barvenim dle Grama. Kultivace probiha pfi teploté
37 °C v termostatu se zvySenou tenzi CO2 do druhého dne. Nasledujici den réano se
identifikuji kultivaéni plotny s narostlymi kulturami, vyockuji se pomnozovaci bujony na
krevni agar, Endav agar a DCA agar, které se pak kultivuji do druhého dne pfi teploté 37
°C vtermostatu s béznym piistupem kysliku. Nésledujici den réano se identifikuji
pomnozena média, popf. se stanovuji citlivosti k antibiotikiim. Pfi pfedchozim styku
pacienta s vankomycin-rezistentnimi enterokoky (zjiStuje se z historie vySetieni
v mikrobiologické laboratofi) nebo u hospitalizovanych pacienti nebo pii podezieni na
nakazu se pro screening vyuzivaji selektivni chromogenni pudy jako je VRE agar od
firmy Biomerieux, ktery je selektivni pouze pro Enterococcus faecium a Enterococcus
faecalis VRE.

6.2.2 Identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF MS

Pti nartistu bakterii na kultivacnich pidach se provadi identifikace bakterii. K tomu se na
OLM v Nemocnici Tébor, a.s. vyuziva ptistroj MALDI-TOF MS, ktery byl podrobné&;ji
popsan v kapitole 4.3.2 Identifikace mikroorganismu. Narostla kolonie se pfenese na
desticku, zakape se matrici o objemu 1pl a necha se zaschnout. Nacte se ¢arovy kod
desticky a desticka se vlozi do pftistroje. Po ustdleni vakua a veSkerych ostatnich
parametrd Ize spustit analyzu. Pii méfeni se kontroluje, zda-li vSe probiha spravné a
vysledkem jsou hmotnostni spektra, na zakladé kterych se z knihovny spekter ur¢i druh
bakterie. Vytisknou se vysledky, které jsou nasledné predlozeny lékafi, ktery vysledek

vyhodnoti a navrhne dalsi postup.
6.2.3 Stanoveni antibiotické citlivosti

Citlivosti se v laboratofi zhotovuji klasickou diskovou diftzni metodou. Z narostlych
kolonii se vytvoii spolecné s fyziologickym roztokem suspenze o denzité¢ 0,5 stupna
McFarlandovy zdkalové stupnice. Tento roztok se pak nalije na MH agar a piebytek se
slije nebo se k inokulaci pouziva tampon, kterym se rozockuje roztok dané bakterie po
celé misce. Na takto inokulovanou plotnu se pokladaji antibiotické disky, nejCastéji
pomoci specialnich razi¢i obsahujici antibiotické ftady vhodné pro dany
mikroorganismus. Na OLM v NT, a.s. jsou pro enterokoky sestavené tii typy

antibiotickych fad. Rada ENT je vyuZivana pro viechny enterokoky s vyjimkou E.
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faecium. Rada ENTR a fada ENTRM se vyuZivaji ke stanoveni citlivosti na E. faecium,
ENTR pro vSechny biologické materialy a ENTRM pouze na mocové infekce. Prehled
antibiotik pouzitych v jednotlivych antibiotickych fadach je uveden v Tabulce 3.
Nasleduje kultivace pii 37 °C v aerobnim termostatu. Druhy den se méfi praméry
vzniklych inhibi¢nich z6n s vyuzitim breakpointi dle EUCAST. Z narostlych citlivosti je
ziejmé, jestli se u E. faecium jedna o VRE nebo nikoli. Pti prukazu vankomycin-
rezistentnich enterokokti se tento nalez ihned telefonicky hlasi na piislusné oddéleni a
také nemocni¢ni hygien¢. Po ukonceni veskerych vysSetfeni se vysledek autorizuje a
validuje 1ékatem, tisknou se papirové vysledky, které se posilaji ordinujicim 1ékatam.

Vysledky jsou pfistupné i v elektronické forme.

Tabulka 3: Piehled antibiotik v jednotlivych antibiotickych fadach pro stanoveni

enterokokovych citlivosti

ENT ENTR ENTRM
Ampicilin Vankomycin Vankomycin
Gentamicin Linezolid Linezolid
Vankomycin Tigecyklin Fosfomycin
Nitrofurantoin Teikoplanin Nitrofurantoin
Ciprofloxacin Gentamicin Tetracyklin

Zdroj: vlastni zpracovani
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7. Statisticka data — sbér a zpracovani

Pro tuto bakalafskou praci byla pouzita data ziskana z laboratorniho informacéniho
systému na Oddéleni 1¢katské mikrobiologie v Nemocnici Tabor, a.s. v ¢asovém rozmezi
od roku 2018 do roku 2021. Sesbirana data zobrazuji vyskyt enterokokli a vankomycin-
rezistentnich enterokoku na jednotlivych oddélenich v Nemocnici Tébor, a.s., zobrazuji i
vyskyt klostridiové kolitidy, kterda mize mit kvili 1é€bé vankomycinem spojitost

s vyskytem VRE.

Data byla dle potieby upravena vzhledem k tomu, Ze néktefi pacienti byli opakované
hospitalizovani na riznych oddé€lenich, nebo byl nalez enterokokti ve vice druzich
biologického materialu od jednoho pacienta. Pokud méli pacienti pii vicenasobnych
hospitalizacich stejny nalez, byla tato hodnota zahrnuta jednou. V ptipadé, ze méli nalez
jiného druhu enterokoka nebo byli hospitalizovani v riznych ¢asovych intervalech na
riznych oddéleni, byly hodnoty zahrnuty vicekrat. Na ptedeslé hospitalizace a kolonizace
vankomycin-rezistentnimi enterokoky z jinych nemocni¢nich zafizeni nebyl bran ohled,
nebot’ tyto informace nebyly spolehlivé dohledatelné. Nalezy VRE jsou v této praci brany

jako prvotni zjisténi.

Ke statistickému porovnani a zhodnoceni (hlavné v ramci Ceské republiky) byla vyuZita
i data ziskana ze stranek Statniho zdravotniho ustavu (SZU) a EARS-NET databaze.
Bohuzel se nepodafilo ze dvou vySe uvedenych zdroji ziskat ucelend data za stejné
obdobi (2018-2021) jako z Nemocnice Tabor, a.s. Podafilo se ziskat data z roku 2016,
2017, 2018, 2019, ktera byla porovnana s daty z Nemocnice Tabor, a.s.

Veskera data byla filtrovana a nasledné zpracovana do ¢etnostnich tabulek a vyslednych

grafii pomoci programu MS Excel.
7.1 Struktura vyskytu VRE v ramci oddéleni v Nemocnici Tabor, a.s.

Vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokokii v NT, a.s. v obdobi 2018-2021 ma
kolisajici trend. Z Obrazku 17 je patrné, Ze vyskyt VRE byl v roce 2018 velmi ojedinély,
na nékterych oddelenich nebyl vyskyt VRE prokéazan vitbec. V roce 2018 se nejvice VRE
vyskytovaly na gastroenterologickém a kardiologickém oddéleni. V roce 2019 doslo
k masivnimu nartstu vyskytu VRE na vSech oddélenich. Nejvice se VRE vyskytovaly
opét na gastroenterologickém oddéleni, dale na infekénim a plicnim oddé€leni. V roce

2020 byl zaznamenén mirny pokles v rdmci vS§ech nemocni¢nich oddéleni. V roce 2021
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se nejvice VRE vyskytovalo na anesteziologicko-resuscitanim oddé€lni, dale na

infek¢énim a gastroenterologickém odd¢lenti.

Vyskyt VRE dle oddéleni v obdobi 2018 - 2021
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CHIRU CI:IC_I;T: GASTR GASTR KARDI KARDI INFEKC LDN  PLICNI UROLO OSTAT
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2020 5 8 6 15 5 2 21 4 2 0
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Obrazek 17: Graf Cetnosti vyskytu VRE na jednotlivych oddélenich v Nemocnici Tébor,
a.s.

gastro = gastroenterologické oddéleni a interni ambulance; kardio = kardiologické
oddéleni a kardiologické ambulance; ostatni = nefrologické, neurologické, dialyzacni a

ortopedické odd¢€leni

Zdroj: Data z laboratorniho informaéniho systému, Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie

Nemocnice Tabor, a.s., vlastni zpracovani
7.2 Cetnost vyskytu VRE v ramci ostatnich enterokokii

Pfi porovnani vyskytu vankomycin-rezistentnich enterokokut, E. faecalis, citlivému E.
faecium a skupiny ostatnich enterokoku, je patrné, ze v NT, a.s. je nejvice zastoupeny E.
faecalis. Ve sledovaném obdobi 2018-2021 se vyskytuje pramérné ze 77 %. Druhym
nejcastéji vyskytovanym enterokokem je citlivy E. faecium, ktery tvoti v priméru 14 %.

U vyskytu vankomycin-rezistentnich enterokokt je v grafech vidét jeho zvySujici se
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procentudlni zastoupeni. Podili se na vyskytu enterokokti primérmé ze 6 %, nejveétsi
vyskyt byl zaznamenam v roce 2019, kdy jeho procentudlni zastoupeni dosahovalo 10 %,
€0z je patrné i z piedeslého grafu (Obrazek 17), ktery popisoval vyskyt na jednotlivych
odd¢lenich v taborské nemocnici. Do skupiny ostatnich enterokokt je fazen E. durans,
E. casseliflavus, E. hirae, E. avium, E. gallinarum a E. species. Procentudlni zastoupeni

jednotlivych druhti enterokoku je zobrazeno na Obrazcich 18 a 19.

2018 2019

3%

1% 2%

18a 18b

MENFA ®WENFC ®VRE m OSTATN{ BENFA ®WENFC ®VRE m OSTATN{

Obrazek 18: Vyskyt enterokokti v Nemocnici Tabor, a.s. v letech 2018 (18a) a 2019
(18b)

ENFA = E. faecalis, ENFC = citlivy E. faecium, VRE = vankomycin-rezistentni
enterokoky, OSTATNI = E. durans, E. casseliflavus, E. hirae, E. avium, E. gallinarum,
E. species

Zdroj: Data z laboratorniho informaéniho systému, Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie

Nemocnice Tébor, a.s., vlastni zpracovani
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2020 2021
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Obrazek 19: Vyskyt enterokokd v Nemocnici Tébor, a.s. v letech 2020 (19a) a 2021
(19b)

ENFA = E. faecalis, ENFC = citlivy E. faecium, VRE = vankomycin-rezistentni
enterokoky, OSTATNI = E. durans, E. casseliflavus, E. hirae, E. avium, E. gallinarum,

E. species

Zdroj: Data z laboratorniho informaéniho systému, Oddé¢leni 1ékafské mikrobiologie

Nemocnice Tébor, a.s., vlastni zpracovani

7.3 Vyvoj klostridiovych infekci a porovnani s vyskytem VRE

V roce 2018 bylo zjisténo 106 ptipada klostridiovych infekci, v roce 2019 doslo k nérastu
na 127 piipadd, coz je i nejvyssi zjistény pocet ve sledovaném obdobi. V roce 2020 se
pocet klostridiovych infekei (CDIF) skokové snizil. V roce 2021 doslo k mirnému
narustu. Tyto informace jsou ukdzany na Obrazku 20. Pti porovnani graft (viz Obrazek
21) Cetnosti vyskytu CDIF a VRE je mozné pozorovat u obou podobny trend. V roce
2019 byl u jak u CDIF i VRE pozorovan nartst, v roce 2020 strmy pokles nasledovany

Vv roce 2021 pozvolnym nartstem.
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Vyvoj klostridiovych infekci v obdobi 2018 - 2021
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Obrazek 20: Vyvoj klostridiovych infekci v NT, a.s. za ¢asové obdobi 2018-2021

Zdroj: Data z laboratorniho informaéniho systému, Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie

Nemocnice Tébor, a.s., vlastni zpracovani

Vyvoj CDIF infekce a VRE v letech 2018 - 2021
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Obrazek 21: Srovnani cetnosti vyskytu klostridiovych infekci a vankomycin-

rezistentnich enterokoku v Nemocnici Tabor, a.s. v ¢asovém obdobi 2018-2021

Zdroj: Data z laboratorniho informaéniho systému, Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie

Nemocnice Tébor, a.s., vlastni zpracovani
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7.4  Vyskyt VRE v ramci Ceské republiky

Obrazek 22, ktery ukazuje graf poétu pacientd s pozitivnim nalezem VRE ze SZU je
vidét, Zze v roce 2018 doslo ve ¢tyfech testovanych nemocnicich k nartstu ptipadit VRE
oproti rokiim 2016 a 2017. Nejvyssi narist zaznamenali u nemocnice oznacené pismenem

D v roce 2018 (zdroj: CEM_2019 9 364 369_Enterokoky.pdf (szu.cz))

ZPRAVY CENTRA EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2019; 28(9)

Graf 1: Pocet pacienti s pozitivnim nalezem VRE v klinickych vzorcich (s vylouéenim pozitivnich vzorki stolice) v jednotlivych nemocnicich
v letech 2016 az 2018
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Obrazek 22: Pocet pacientl s pozitivnim nalezem VRE v letech 2016 az 2018
A, B, C, D = anonymizované 4 nemocnice

Zdroj: Kubele et al., 2019; upraveno
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Dle databaze EARS-Net je z dat uvedenych v grafu zobrazeném na Obrazku 23 ziejmé,
7e antibiotické rezistence od roku 2014 u E. faecium k vankomycinu v Ceské republice

narasta. Ktivka rezistence roste nejrychleji od roku 2016.

Antibioticka rezistence u E.faecium
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Obrazek 23: Vyvoj antibiotické rezistence u E. faecium v ¢asovém obdobi 2010-2019

Zdroj: Data z databaze vysledkii EARS-Net, ©2010; vlastni zpracovani

V grafech na Obrazcich 24 a 25 na dalsi strané jsou uvedeny pocty vankomycin-
rezistentnich enterokoki na jednotlivych oddélenich za rok 2018 a 2019 v ramci Ceské
republiky. V obou piipadech je nejvétsi pocet VRE na jednotkach intenzivni péce, dale
na internich oborech a anesteziologicko-resuscitacnich oddélenich. Data z tdborské
nemocnice odpovidaji datim celorepublikovym. V NT, a.s. se VRE nejvice vyskytuje na

gastroenterologickém, infekénim a anesteziologicko-resuscita¢nim oddéleni.
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E.faecium rezistentni k vankomycinu 2018 (CR)
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Obriazek 24: Vyskyt vankomycin-rezistentnich E. faecium dle oddéleni v ramci Ceské

republiky v roce 2018

Zdroj: Data z databaze vysledkii EARS-Net, ©2010; vlastni zpracovani

E.faecium rezistentni k vankomycinu 2019 (CR)
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Obrazek 25: Vyskyt vankomycin-rezistentnich E. faecium dle oddéleni v ramci Ceské

republiky v roce 2019
Zdroj: Data z databaze vysledkit EARS-Net, ©2010; vlastni zpracovani

Kolisajici trend vyskytu VRE a CDIF je ve sledovaném ¢asovém obdobi v NT, a.s.

obdobny. Nejvyssi nalez signifikantnich patogenti byl zaznamenan v roce 2019 (viz
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Obrazek 26). Tento udaj se shoduje s celorepublikovymi daty zroku 2019. Byla
porovnana cetnost vyskytu CDIF na jednotlivych oddélenich spolu s ¢etnosti vyskytu
VRE na odd¢lenich v NT, a.s. a vyskytu VRE na oddélenich v NT, a.s. a na odd¢€lenich
v ramci celé CR. Nejvice zaznami vyskytu VRE je z internich oddéleni jak plogné v CR
tak v NT, a.s. Mezi dals$i odd¢leni s vyskytem VRE patii jednotky intenzivni péce a
anesteziologicko-resuscitacni oddéleni. Data uvedena v Cetnostni tabulce ukazuji, ze

vyskyt VRE nekoreluje jen v poctu sledovanych infekci, ale 1 v druhu odd¢€leni.

Cetnost vyskytu CDIF infekci a VRE v NT, a.s. a

v CR v roce 2019
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Obrazek 26: Cetnost vyskytu klostridiovych infekei a vyskytu VRE v Nemocnici Tabor,
a.s. v porovnani s Eetnosti vyskytu na jednotlivych oddélenich v ramci CR v roce 2019

Zdroj: Data z laboratorniho informaéniho systému, Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie,
Nemocnice Tabor, a.s. (CDIF a VRE) a data z databaze vysledkid z EARS-Net, ©2010;

vlastni zpracovani
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Na Obrazku 27 je zobrazena spotfeba vankomycinu v Nemocnici Tabor, a.s. v casovém
obdobi 2018-2021. Nejvyssi spotieba byla v roce 2018. V roce 2019 lehce klesla. Od roku
2020 zacina jeho spotteba pomalu stoupat. Rok 2020 byl rok nejnizsi spotieby.

Spotieba vankomycinu v obdobi 2018-2021
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Obrazek 27: Graf spotfeby vankomycinu V Nemocnici Tébor, a.s. v ¢asovém obdobi

2018-2021

Zdroj: Data z laboratorniho informaéniho systému, Oddéleni lékarské mikrobiologie,

Nemocnice Tabor, a.s.
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8. Diskuze

V Nemocnici Tabor, a.s. na Oddé€leni mikrobiologie byl zaznamenan zvysujici se pocet
vankomycin-rezistentnich enterokokt ze vzorkd biologického materialu. Pfevazné se
jednalo o vzorky zasilané k béznému mikrobiologickému zpracovani, méné ¢astéji pfimo
ke screeningu VRE. Jednalo se o vzorky moci, stolice, vytéra z rekta, vytéra z ran, zluci,

btisnich vypotkd a hemokultur.

Cetnost vyskytu vankomycin-rezistentnich enterokoki za sledované obdobi byla nejvyssi
na infekénim oddéleni. Témér ve shodném poctu se VRE vyskytovaly téZ na
gastroenterologickém oddéleni. Na gastroenterologickém oddéleni tvoti prevaznou €ast
pacientl polymorbidni lidé, 1éCeni jednim ¢i vice druhy antibiotik, ¢asto opakované
hospitalizovani, nékdy i v jinych zdravotnickych zafizenich. Je zde moznost zavleceni
VRE z jinych zatizeni, popf. odd¢leni. Pacienti na tomto oddéleni maji predispozice ke
vzniku klostridiové kolitidy, ¢i jsou s kolitidou jiZ na toto oddé€leni pfijiméani. Obdobné
tvrzeni o klostridiové kolitidé plati i pro infekéni oddé€leni, pacienti s prokazanou

klostridiovou kolitidou jsou na toto oddéleni prekladani.

Na ostatnich oddélenich byl vyskyt VRE za sledované obdobi témét o polovinu nizsi
oproti vySe uvedenym. V jednotlivych letech byl sledovan jak ubytek VRE, tak i nartst,
ktery se v ramci jednotlivych oddéleni choval podobné. Tyto trendy budou rozebrany nize

v diskusi podrobnéji.

Jednotlivé zastoupeni enterokoki v Nemocnici Tabor, a.S. je srovnatelné s udaji
uvadénymi v literatuie. Votava et al. (2003) uvadi, ze z 90 % enterokokovych infekci je
patogenem E. faecalis a ze 7 % E. faecium. Podobné informace byly ziskany i z graft
uvedenych na obrazcich ¢. 18 a 19. E. faecalis tvoti primérné 77 % infekei, citlivy E.
faecium 14 % infekci, vankomycin-rezistentni enterokoky 6 % a jiné druhy enterokokut

se pohybuji v fadech jednotek procent.

V roce 2019 doslo k signifikantnimu nartstu VRE infekci na v§ech oddéleni v Nemocnici
Tabor, a.s. Byly porovnana data z tohoto roku tykajici se ¢etnosti vyskytu VRE infekci a
CDIF, jsou vynesena v grafu na Obrazku 26. Je patrné, Ze na oddélenich s nejvysSim
vyskytem klostridiovych infekci, jako je gastroenterologie a infekce, byl v roce 2019

zaznamenan 1 nejvyssi po€et vankomycin-rezistentnich enterokoki. Jak bylo uvedeno
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vyse, na obou zminénych oddéleni jsou hospitalizovani pacienti s klostridiovou kolitidou,

kde je Iékem volby vankomycin.

Vyskyt vankomycin-rezistentnich enterokokt v ramci Ceské republiky postupné roste.
Od roku 2016 dochazi k signifikantnimu nartustu VRE, a proto se i tato prace timto
tématem zabyva, jelikoz 1 v NT, a.s. byl zaznamenan nartast VRE. Kubele et al. (2019) ve
své zpravé ze SZU uvadi zvySujici se vyskyt VRE od roku 2016 do roku 2018
v anonymizovanych ¢tyfech nemocnicich, které se dobrovolné zacastnily studie. Zprava
ukazuje 1 na zvysujici se vyskyt VRE v okolnich statech. Je velmi dilezité prozkoumat
vSechny pfi¢iny nového fenoménu. Pfi¢iny mohou byt rizné. MiiZze to byt z diivodu
nedodrzovani standartnich operacnich postupti a nésledné vznikajicimi infekcemi
spojenymi se zdravotni péci, kam spadaji faktory jako hygiena rukou, kvalitni
oSetfovatelskd péce apod. Dalsim divodem mize byt nesprdvné zvolena antibioticka
terapie, kdy na internich oborech je Castéji a dlouhodobéji podévana Spatné zvolena
antimikrobidlni 1écba, kterd vede k vysSimu vyskytu klostridiovych kolitid. A jejich lé€ba

vankomycinem muZze mit spojitost s rostoucim vyskytem VRE.

Nejvyssi zachyt vankomycin-rezistentnich enterokokti jak v Nemocnici Tébor, a.s. tak
v celé Ceské republice byl v roce 2019. Od roku 2018 se postupné vyskyt VRE zagal
zvySovat. V roce 2019 byl zaznamenan v Nemocnici Tabor, a.s. epidemicky nartst
klostridiovych kolitid hypervirulentnimi kmeny, které mély Casto velmi t€zky prib¢ch a
byly léceny vankomycinem. Spotfeba vankomycinu v Nemocnici Tébor, a.s. je

Cvwr

pfisuzovano koronavirové pandemii.

Z vytvotenych grafi na Obrazcich 21 a 26 je ziejmé, Ze V letech 2020 a 2021 doslo
k poklesu jak vankomycin-rezistentnich enterokoku tak klostridiovych infekci. Takovyto
propad by se mohl spojovat s vyvojem koronavirové pandemie. Na zacatku roku 2020,
kdy se zacal objevovat i zvySeny vyskyt onemocnéni Covid-19, se pferusila
Vv nemocnicich veskerd operativa, hospitalizovani byli pouze pacienti s onemocnénim
Covid-19 a akutni pfipady. Vzhledem ke zmén¢ obvyklého spektra pacientd se snizila
cetnost vyskytu VRE i CDIF.

V roce 2021 doslo opét k naristu VRE na anesteziologicko-resuscitacnim oddé€leni a na
jednotkéach intenzivni péce. V tomto roce doSlo na jiz zminénych oddélenich ARO

k nebyvale vysoké kolonizaci vankomycin-rezistentnimi enterokoky v dychacich cestach
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diky péci o pacienty, ktefi byli neobvykle dlouhou dobu pfipojeni na umélou plicni
ventilaci. Pacienti se nasledné prekladali na interni oddéleni, proto je vidét zvyseny
vyskyt 1 na internich oborech. Infekéni odd€leni bylo ptivodné pouze pro pacienty
s klostridiemi a pii pandemii zde byli hospitalizovani pacienti s Covid-19. Dalsi pfi¢inou
nartistu VRE byla jisté¢ i masivni antibioticka 1é¢ba covidovych pacientll cefalosporiny

hlavng¢ v prvni viné pandemie (v dalsich vinach uz se ATB ptedepisovaly racionalnéji).
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9. Zavér

Pfi zpracovani této bakalarské prace bylo provedeno mikrobiologické vysetfeni riznych
typt vzorka biologického materidlu, identifikace mikroorganismu, stanoveni citlivosti
k antibiotikim a nasledné urceni vankomycin-rezistentnich enterokoktu. Byla také
zhodnocena data tykajici se vyskytu vankomycin-rezistentnich enterokokt v ¢asovém
obdobi 2018-2021 v Nemocnici Tabor, a.s., ¢etnost vyskytu na jednotlivych oddélenich,
porovnani s vyskytem ostatnich druht enterokokii, zjiStovani spojitosti s vyskytem
klostridiovych infekci). Zdokumentovana byla 1 data tykajici se vyskytu vankomycin-

rezistentnich enterokokt v ramci Ceské republiky.

Prvni vyzkumna otdzka se tykala zastoupeni VRE na jednotlivych odd¢lenich
Vv Nemocnici Tébor, a.s. Bylo zjisténo, ze nejvyssi vyskyt VRE byl na internich
odd¢lenich, konkrétnéji na gastroenterologickém, kardiologickém a plicnim. Dal$imi
odd€lenimi s vy$sim vyskytem VRE jsou anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni,
jednotky intenzivni péce a infekéni oddéleni. Pfi porovnani zastoupeni VRE
mezi ostatnimi enterokoky, bylo prokazano, ze vyskyt enterokoki je shodny s udaji
uvadénymi v literatute, kdy nejvice infekci zpisobuje Enterococcus faecalis a na druhém

misté je Enterococcus faecium. VRE jsou na tfetim mist¢.

Druha vyzkumna otazka se zabyvala spojitosti s vyskytem klostridiovych infekci. Podle
ziskanych dat bylo zjisténo, Ze zvySujici se vyskyt VRE koreluje s vyskytem
klostridiovych infekei. V danych €asovych obdobich byl stejny trend vyskytu jak
vankomycin-rezistentnich enterokokti tak klostridiovych infekci. Avsak u CDIF
dochézelo k pomérné skokovym zméndm oproti VRE. Co se tyka otazky, ktera pojednava
o zhodnoceni infekci spojenych se zdravotni péci/kolonizaci pacienta s vyvojem VRE
kvili selekénimu tlaku antibiotické 1écby, neni zde jednozna¢nd odpoveéd. Ve
vytvoienych grafech je znazornén narust jak CDIF tak VRE, coz dokazuje jistou spojitost
mezi nimi. Z informacich ohledn¢ vyskytu CDIF a VRE na jednotlivych oddélenich Ize
fici, Ze narlst je zpisoben Spatné vybranou antimikrobidlni terapii, ale tyto informace

nejsou spolehlivé dohledatelné.

Posledni vyzkumnou otazkou byla otazka, zda vyskyt VRE v NT, a.s. koreluje
s vyskytem VRE v ramci Ceské republiky. Z dat, ktera byla uvedena Statnim zdravotnim
ustavem a EARS-Net databaze, Ize usoudit, ze vyskyt VRE v Nemocnici Tébor, a.s.
postupné nartista stejné jako i plogné v CR. V ramci rychlé dynamiky $ifeni VRE je
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dilezité zjistit pti¢iny vzniku nového fenoménu a ucinit proti tomu piislusna preventivni

opattent.

I na zaklad¢ dat, ktera byla ziskdna a byla zhodnocena v této praci, 1ze jen zdlraznit jiz
dlouhodob¢ pfipominana opatteni jako racionalni antibioticka l1éCba, tj. spravné zvolené
antibiotikum s co nejuz$im moznym antibiotickym spektrem pro danou infekci, co
nejkrat$i doba podéavani antibiotika. Déle dodrzovani vSech hygienickych predpist a
doporuceni, tak aby se co nejvice zabranilo interpersonalnimu pienosu patogent. I pies
veskerou snahu o dodrzovani téchto opatieni se ukazuje, Ze ne vSe mame ve svych rukou
a do situace vstupuji vlivy neptedvidatelné, jako pandemie Covid-19, ktera si vyzadala
zvySenou spotiebu uziti antimikrobialnich latek, neobvykle protrahované hospitalizace

pacienti a to i na jednotkach intenzivni péce véetné ARO.
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13. Seznam zKkratek

AML
ARO

AS

AST cards
ATB
CDIF

CM

CR

DCA agar
EARS-Net
EARSS

ECDC
ESP
EUCAST
G

G

GIT
HAI

ID cards
JIP

LAP
LIS
MAC

MALDI-TOF

MS
MBC
MH agar
MIC
NN

NRC
NSVP

AML — antimikrobiélni latky

ARO - anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni

AS — agregacni substance

AST cards — karty ke stanoveni citlivosti k antibiotikiim

ATB —antibiotika

CDIF — Clostridium difficile

Cytoplazmaticka membrana

CR — Ceska republika

DCA agar — deoxycholat-citratovy agar

EARS-Net — European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
EARSS — European Antimicrobial Resistance Surveillance Systém
ECDC - European Centre for Disease Prevention and Control —
Evropské centrum pro prevenci a kontrolu infekénich onemocnéni

ESP — enterokokové povrchové proteiny

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility

G+ - gram pozitivni bakterie po obarveni dle Grama

G- - gram negativni bakterie po obarveni dle Grama

GIT — gastrointestinalni trakt

HAI — healthcare-associated infection — infekce spojené se zdravotni péci
ID cards — identifika¢ni karty

JIP — jednotka intenzivni péce

LAP — leucinamidopeptidasa — tvorba LAP

LIS — laboratorni informac¢ni systém

MAC — minimalni antibakterialni koncentrace

MALDI-TOF MS — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
mass spektrometry

MBC — minimélni baktericidni koncentrace

MH agar — Muelleriiv-Hintonliv agar ke stanoveni citlivosti k antibiotikiim
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

NN — nozokomialni nakazy

NRC — Narodni referen¢ni centrum pro infekce spojené se zdravotni péci

NSVP — Narodni standartni vySetfovaci postup
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NT, a.s.
OKB
OLM
PYR
SLM CLS
JEP
SOP
SzU
TOF
VRE
WHO

NT, a.s. — Nemocnice Tabor, a.s.

OKBH — Odd¢leni klinické biochemie

OLM — Odd¢leni 1ékatské mikrobiologie

PYR — pyrrolidonyl-B-naftylamid — test hydrolyzy PYR

Spoleénost pro 1ékaiskou mikrobiologii Ceské 1ékai'ské spole¢nosti Jana E. Purkyné

SOP — Standartni operacni postup
SZU — Statni zdravotni tstav

TOF — Time of Flight
Vankomycin-rezistentni enterokoky

WHO — World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace
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