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Nazev bakalarské prace:
Testovani citlivosti bakterii k antimikrobnim preparatim a metody

vyhledavani mechanismil rezistence.

Abstrakt:

Cilem této prace bylo sezndmeni se s principy a vyznamem spravné
laboratorni praxe pfi stanovovani antibiogramu, jako podkladu racionalni cilené
terapie a seznameni se s vyznamem screeningu bakterialni rezistence pro omezeni
Sifeni rezistence v nemocni¢nim prostiedi. Metody pouzité k vySetfeni citlivosti
mikrobll zahrnuji metody kvalitativni (diskova difizni metoda), kvantitativni
(VITEK 2, E-test, dilu¢ni metody) a screeningové (screeningovy agar pro screening
MRSA, latex aglutinacni test MRSA-Screen, KPC test, test DDST a jiné). Kazdy
vzorek byl identifikovan, byl k nému stanoven antibiogram a nasledné byl na
zaklad¢ udajii z antibiogramu podroben dal§im testim za ucelem potvrdit nebo
vyvratit naSi domnénku o typu rezistence. V diskuzi je rozebran antibiogram u

jednotlivych typt rezistence u gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii.

Klicova slova:
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Master’s Thesis title:
Antimicrobial susceptibility testing and methods of detecting resistance

mechanisms

Summary:

The aim of this thesis is to explore the principles and importance of correct
laboratory procedures in determining an antibiogram as the basis for rational
targeted therapy, and to examine the significance of antibiotic-resistance screening
for reducing the spread of resistance in hospital environment. The methods used for
microbial susceptibility testing include qualitative methods (disc diffusion method),
quantitative ones (VITEK 2, E-test, dilution methods), and screening methods
(screening agar for MRSA screening, latex agglutination test MSRA-Screen, KPC
test, DDST test, and others). Each sample was identified, its antibiogram was
determined, and subsequently was subjected to further tests based on the
antibiogram data in order to confirm or dispute our hypothesis on the resistance
type. The discussion examines antibiograms for the individual resistance types in

gram-positive and gram-negative bacteria.
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Seznam symboli a zkratek

AML — antimikrobni latka

AmpC — inducibilni B-laktamasa

ATB — antibiotikum

ESBL - sirokospektré B-laktamasy (z angl. extended-spectrum beta-lactamases)
KPC - karbapenemasa produkovana bakterii druhu Klebsiella pneumoniae
(z angl. Klebsiella pneumoniae carbapenemase)

MBL — metalo-p-laktamasy

MH — Miieller-Hinton

MRSA — methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

OXA — karbapenemasa

PBP — proteiny vazici penicilin (z angl. penicillin-binding proteins)

VRE - vankomycin-rezistentni enterokoky



1 Uvod

Béhem poslednich 50 let se stala antibioticka rezistence vaznym medicinskym
problémem Vv nemocnicich na celém svété. Rezistence na ruzné téidy antibiotik (ATB),
véetné nedavno vyvinutych, byla zjiSténa u téméf vSech druhti gram-pozitivnich

a gram-negativnich bakterii. (Inoue 1998, s. 502)

Screening kment vykazujicich epidemiologicky vyznamny mechanismus
rezistence je Vv soucasnych nemocni¢nich zafizenich nezbytnou soucasti lécebné

preventivni péce. Umoznuje kontrolovat Sifeni rezistence v ramci daného zatizeni.

Testovani citlivosti bakterii k antimikrobnim prepardtim je vyznamné pro
spravné zvoleni cilené 1écby. ,,Cilend lécba vychazi ze znalosti etiologického agens
a jeho citlivosti k antibiotikiim, md co nejuzsi spektrum a je selektivné zamérena na
prokazaného piivodce infekce. Je klinicky ucinnd, klinicky i epidemiologicky bezpecna
ataké ndkladove efektivni.“ (Jindrak 2014, s.189) Pouzivani nevhodnych ATB
zpusobuje mnohem castéji vznik rezistentnich kmenii. Navic pii pfeddvani genetické
informace mezi bakteriemi muize dojit ke vzniku multirezistentnich kment. (Inoue

1998, s. 502)

Vyznam epidemiologické bezpecnosti je v zabranéni vzniku antimikrobialni
rezistence a jejiho Sifeni. ATB mohou postupné ztracet svou ucinnost a vést ke vzniku
subpopulaci odolnych mikrobti. Tento fakt je vyznamny nejen z hlediska komunitnich
nakaz, ale také nakaz nozokomialnich, kdy v nemocnicich je vétsi selekcni tlak ATB

a desinfekci. (Jindrak 2014, s. 188) (von Nussbaum a kol. 2006)
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2 Soucasny stav

Bakterialni rezistence je v soucasnosti jeden z pal¢ivych problémi mediciny.
Roste pocet noveé rezistentnich bakterii a pocet ATB, které uz na jednotlivé druhy
bakterii v dasledku rezistence neptsobi. Mnoho piivodci infekei v soucasné dobé
odolava lécbé preparaty, které byly diivé U¢inné. Nejzavaznéjsi jsou pak infekce
zpusobené multirezistentnimi mikroorganismy, pro které v soucasnosti neexistuje
ucinné ATB. Bakterie, jakozto zivé organismy, se neustale dynamicky vyvijeji. To
ptispiva k ziskani rezistence a odolani mechamismum u¢inku ATB. Rozvoj a $ifeni
rezistence je podporovan selekénim tlakem plosné podavanych ATB a to zejména mimo
huméanni medicinu — v zemédé@lstvi a veterinarni medicing. V EU se proto zavadéji
programy pro restrikci pouzivani AML v téchto oblastech. Ve zdravotnictvi je nutno
snazit se o co nejcasnéjsi deeskalaci ze Sirokospektré preemptivni terapie na terapii
cilenou. Cilena 1écba vyzaduje prikaz pivodce infekce a preferenci ATB volby, coz je

nejlépe provedeno pomoci vySetfeni citlivosti prokazaného plivodce infekce.

(Urbaskové 2012, s. B6)

EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) je
dlouhodoby a prvni nezavisly projekt surveillance ATB rezistence invazivnich izolath
bakterii na narodni a Evropské trovni. Data jsou sbirdna z laboratoii v jednotlivych
zemich s cilem shomazd'ovat srovnatelné a validni udaje o ATB rezistenci pro vetejné
zdravotnictvi a rychle identifikovat vznik nové ATB rezistence na Uzemi Evropy.
Koordinaci EARS-Net zajistuje ECDC (European Centre for Disease Prevention and
Control). (Statni zdravotni tstav, 2011)

Trendy v rezistenci gram-pozitivnich bakterii: V Ceské republice se provadi
sledovani rezistence komunitnich respiracnich a moc¢ovych patogenti. Mezi komunitni
gram-pozitivni patogeny patii pneumokoky, streptokoky a Staphylococcus aureus
(MSSA i MRSA — methicilin citlivy i rezistentni) (respiracni patogeny). Dle EARS-Net
je rezistence Streptococcus pneumoniae k makrolidim ve vétsiné zemi Evropy Castéjsi
nez rezistence k penicilinim. Pocet izolatd S. pneumoniae rezistentnich k penicilinim
byl vroce 2014 v Ceské republice na hodnoté 3 % z celkového podtu izolatd. Pfi
pusobeni makrolidi bylo rezistentni asi 7 % ze vSech izolatd S.pneumoniae. Za

poslednich 15 let byl v Ceské republice pocet izolovanych rezistetnich kment
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S. pneumoniae kolisavy, stale ovSem doslo ke zvySeni. V roce 2000 byl vyskyt
rezistentnich kmenti na naSem uzemi 0 az 1 %. (European Centre for Disease
Prevention and Control, 2015)

Dle SZU (Statni zdravotni Gstav) vykazovalo v CR vroce 2014 rezistenci
k erytromycinu 6,7 % izolatt Streptococcus pyogenes a ke klindamycinu 4,1 % vsech

izolatd.

Dle studie EARS-Net se vyskyt methicilin-rezistentniho Staphyloccocus aureus
(MRSA) v CR vyrazné zvysil za poslednich 15 let. Nejvétsi nartst byl mezi roky 2000
a2005 kdy se procento vyskytu rezistentnich izolath vice neZ ztrojnasobilo.
V poslednich letech se situace stabilizovala - v roce 2014 se hodnota MRSA v Ceské
republice pohybovala kolem 13% zcelkového poctu invazivnich izolat
(z hemokultur). Procento vyskytu MRSA je vyznamné odlisné V jednotlivych
zemich Evropy Vv roce 2014. Hodnoty se pohybuji mezi 1% az 56 %, snizSimi
hodnotami v severni Evropé a rostoucimi smérem k jihu a jihovychodu. Vysoky vyskyt
MRSA pfitézuje celkové klinické a ekonomické situaci v nemocnicich. Vysledkem jsou
prodlouzené pobyty pacienti a vy$si mortalita. Vyskytuje se jak MRSA komunitni, tak
nemocni¢ni a 1i$i se v antibiogramu. (European Centre for Disease Prevention and
Control, 2015)

Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis ma v Ceské republice nizké
procento vyskytu. Dle EARS-Net se krom¢ vyrazného zvySeni v roce 2013 (4,1 %)
mnozstvi rezistentnich izolatd drzi pod 1 %. U dalsiho vankomycin-rezistentniho
enterokoka (VRE), Enterococcus faecium, se v poslednich letech dafi snizovat procento
vyskytu rezistentnich izolatd. Od roku 2012 kleslo procento vyskytu v Ceské republice

na tietinu. (European Centre for Disease Prevention and Control, 2015)

Trendy v rezistenci gram-negativnich bakterii: Mezi komunitni gram-negativni
patogeny patii Haemophilus influenzae (respiraéni patogen) a Escherichia coli (mocovy
patogen). Dle SZU bylo v CR vroce 2014 az 16,5 % ze viech izolatd rezistentnich
K ampicilinu a 1,7 % bylo rezistentni k amoxicilinu v kombinaci s kyselinou
klavulanovou. V roce 2011 byl dle SZU nariist v poétu rezistentnich izolati E. coli.

Rezistentni k ampicilinu bylo 43,4 % izolat E. coli. (Statni zdravotni Gstav, 2011)
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Stale se snizujici citlivost invazivnich gram-negativnich bakterii k n¢kolika
klicovym skupinam ATB je velice znepokojiva a ohrozuje bezpecnost pacientii. Vysoké
procento vyskytu producentt Sirokospektrych B-laktamas (ESBL) a multirezistentnich
gram-negativnich bakterii je obzvlasté¢ znepokojivé, protoze k 1é¢bé zavaznych infekci
uz zbyva malo alternativ. Vyskyt rezistentnich gram-negativnich bakterii se zvysil kvuli
CastéjSimu pouzivani karbapenemii, a to pfispélo ke vzniku a rozsifeni bakterii
produkujicich karbapenemazy. (European Centre for Disease Prevention and Control,
2015)

Celkove, nejvice znepokojivy trend v Evropé vroce 2014 byl spojeny
s vyskytem rezistence u gram-negativnich bakterii jako Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter spp. U E. coli a K. pneumoniae
byl zaznamenan souvisly rist rezistence ke klicovym skupinam ATB. Dle EARS-Net
byla vétsina izolath rezistentni k alespont jedné z testovanych skupin ATB. Mnoho
izolath vykazovalo kombinovanou rezistenci k cefalosporinim 3. generace,
fluorochinilonim a aminoglykosidiim. Béhem let 2010 az 2013 doslo k vyraznému
nartstu rezistence k cefalosporinim 3. generace u E. coli a K. pneumoniae a mnoho
z téchto kment bylo producenty ESBL a byly rezistentni i k dal$im skupinam ATB.
Navic doslo ke zvySeni vyskytu kombinované rezistence (kombinace ATB:
fluorochinolony, cefalosporiny 3. generace aaminoglykosidy) a rezistence ke
karbapenemum u K. pneumoniae. (European Centre for Disease Prevention and Control,
2015) Rychlé Sifeni karbapenemas typu KPC je zavaznym problémem. Infekce
zpusobené kmeny, které¢ produkuji karbapenemasy, maji dost omezené¢ moznosti 1écby.
Vyjimkou nejsou ani kmeny zcela rezistentni ke vS§em dostupnym ATB. To vyznamné

komplikuje 1é¢bu pacienta a zvySuje naklady nemocnic. (Carrér 2010) (Hrabdk 2009)

2.1 Bakterie

Existence bakterii pravdépodobné zacala pted vice nez 3,5 miliardy let. Jsou
prokaryotickymi (jednobunécnymi) organismy s pomérné kratkou generacni dobou
abinarnim délenim. Napfiklad generaéni doba Escherichia coli pfi vhodnych
podminkach v laboratornim médiu je 20 — 30 minut. (Goering 2016, s. 17) Voln¢

zijicich bakterii je ohromné mnoho, ale jen pomémé mald ¢ast z nich je patogenni.

Vétsina z téchto patogennich bakterii je dobfe prostudovéana, ovSem objevuji se stale
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nové. Porozumnéni morfologii, stavbé, metabolickym procesiim a funkcim bakterii je

dilezité pro uc¢innou ochranu pted patogennimi zastupci. (Goering 2016, s. 13)
2.1.1 Bunécna sténa

Primérni strukturni vlastnosti bakterii je jejich bunécna sténa. Funkce bunécné
stény je pro bakterii nenahraditelna ve funkci podpory udrzeni morfologie bakterie.
Hlavnim komponentem bunééné stény je peptidoglykan. Kdyby bakterii chybéla
efektivné fungujici bunécna sténa, byla by bakterie schopna piezit pouze v médiu
0 stejném osmotickém tlaku jako jeji wvnitfni prostiedi. Proteiny vazici penicilin
(Penicillin-binding proteins, PBP) jsou skupina enzymi zodpovédna za sestaveni,
udrzbu a fizeni komponent peptidoglykanové struktury. Tyto proteiny jsou vétSinou
zakotveny ve vnitfni bakterialni membrané s jejich aktivnimi misty nato¢enymi do
periplazmatického prostoru. Davod, pro¢ se tyto proteiny nazyvaji PBP, pochazi
z minulosti. Vsechny tyto proteiny jsou kovalentné meénény peniciliny na jejich

aktivnich mistech obsahujicich zbytky serinu. (Massova 1998)

Peptidoglykan je slozen z vrstev polysacharidovych fetézcu, které jsou navzajem
napti¢ pospojované kratkymi peptidy. Ve vrstvé peptidoglykanu jsou zakotvené
polysacharidy a aminokyseliny, které maji silné nabity polarni postranni fetézec, a tim
¢ini povrch bakterie silné hydrofilni. Hydrofilnost povrchu chrani gram-pozitivni
bakterie naptiklad pfed Gcinkem Zluc¢i. Gram-negativni bakterie maji navic nad tenkou
vrstvou peptidoglykanu vnéj$i membranu, ve které jsou obsaZeny lipoproteiny, lipid A
a lipopolysacharidy, které ¢ini povrch bakterie hydrofobni. Aby mohly do bakterie
vstupovat molekuly hydrofilni povahy (vyziva slozena zcukri a aminokyselin) je
transport zarucen pomoci specidlnich kanalk slozenych z proteinti zvanych poriny.
Uloha lipoproteinti ve vnéjsi stén& gram-negativnich bakterii je pevna vazba vnéjsi
stény na vrstvu petidoglykanu. Lipid A slouzi k ukotveni podlouhlé¢ molekuly
lipopolysacharidu, ta vycnivd nad vné&j$i st€énu a je antigenni strukturou bakterie.
Antigen O je specificky pro dany druh nebo serotyp bakterie svou vysokou variabilitou
sloZzenim z riznych sacharidii. Lipopolysacharid je zaroven endotoxinem, za vétSinu
toxické aktivity je zodpoveédna lipidova cast lipid A. (Goering 2016, s. 14) (Votava
2005, s. 42)
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Na porvchu, nad bunécnou sténou, se muze nachazet vrstva polysacharidl
svelkou molekulovou hmotnosti tvorici slizovité pouzdro kolem bakterie, a je
vyznamnym faktorem virulence. Pfikladem muze byt Streptococcus pneumoniae, kdy
infekce zpusobené¢ mikrobem s glykokalyx (pouzdrem) mivaji tézky prabéh, ovSem
neopouzdiené mutanty infekce nezptisobuji. Glykolalyx také chrani bakterii pred
fagocytdézou imunitnimi bunikami hostitele. Dalsi struktura, kterd se nachdzi nad
bunécnou sténou, je pilus. Pili slouzi k navazani a udrzeni kontaktu dvou bakterii pfi

konjugaci (sex pili) nebo s hostitelskou buiikou. (Goering 2016, s. 14)

Bunécna sténa je velmi pevnou strukturou, kterd odola vysokému osmotickému
tlaku a je zodpovédna za vysledny tvar bakterie. Znalost tvaru bakterii ptislusnych
kmenli miize byt napomocna pii identifikaci. Zaroven poskozeni bunééné stény, i ve

formé ztenceni ¢i poruseni jeji komplexni struktury, vede K 1yze a tedy smrti bunky.

Mezi bunéénou sténou a cytoplasmatickou membranou se nachazi
periplasmaticky prostor. Nachazi se zde enzymy potiebné pro piedbézné rozstépeni
velkych molekul Zivin jako jsou aminokyseliny, oligosacharidy nebo kratké peptidy.
Nekteré z téchto enzymi jsou schopny svou hydrolytickou aktivitou Stépit, a tim
inaktivovat, ATB. (Goering 2016, s. 16)

2.1.2 Cytoplasmaticka membrana

Cytoplasmatickd membréana ohranicuje cytoplasmu se vSemi organelami a zivinami v ni
rozpusténymi a zastupuje fadu vyznamnych funkci. Je slozena z dvojité vrstvy
fosfolipidii s vnofenymi riznymi proteiny. Tyto proteiny se podileji v procesu
transportu Zivin do buiniky a katabolith a extracelularnich enzym z burky, v procesu
respirace, V procesu syntézy slozek jak membrany samotné, tak bunétné stény
a glykokalyxu. Cytoplasmatickd membrana je i mistem ukotveni bilkovin rotoru
bakteridlniho biciku. Transport molekul do buiikky se vétSinou uskuteciiuje pomoci
aktivniho transportu, na ktery musi bakterie vynalozit energii, aby pfekonala silu sméru

koncentra¢niho spadu. (Votava 2005, s. 42)

2.1.3 Bakterialni genom

Genom, chapan jako soubor veskteré DNA daného organismu, je u bakterii ve

formé nukleoidu (jaderného ekvivalentu) a DNA organel dédicich svou vlastni DNA
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(plasmidy, mitochondrie, chloroplasty). Geneticka informace muze byt kédovana na
bakterialnim chromosomu, ktery je primarnim rezervoarem genetické informace, nebo
také na mobilnich genetickych elementech. Tyto elementy, kterymi jsou plasmidy

a bakteriofagy, jsou schopny pfenaset genetickou informaci mezi bakteriemi. (Goering
2016, s. 22)

., Plasmidy jsou nezavislé, samostatné se replikujici, cirkuldarni dvojretézcové
DNA.“ (Goering 2016, s. 22) Maji raznou velikost, replikuji se riznymi zpusoby
apocet jejich kopii v bunce se 1isi podle druhu plasmidu. Zpravidla Ize fict, ze kopii
malych plasmidi je vice. Plasmidy nejsou schopny replikace ve vSech druzich bakterit,
ale nekteré plasmidy maji rozsifené hostitelské spektrum. Kromé genti pro replikaci
mohou obsahovat tra geny usnadfiujici vyménu mezi bakteriemi. Genetické informace
pfenaSené¢ plasmidy obvykle obsahuji fenotypovou vyhodu pro hostitelskou bakterii,
protoze tak maji vétsi pravdépodobnost piijeti. Takovou vyhodou muiize byt gen pro
rezistenci k antimikrobialnim latkdm (AML), pfitomny na konjugativnim plasmidu R,
nebo gen kodujici toxiny a jiné bilkoviny zvySujici virulenci bakterie. Pfedani genetické
informace plasmidovou DNA probihda procesem konjugace, kdy se bakterie spoji

pomoci sex-specifické pili. (Goering 2016, s. 23)

Bakteriofagy jsou viry bakterii. Mohou existovat uvnitf 1 mimo bakterii a na
rozdil od plasmidii Casto zpusobuji destrukci hostitelské bakterie. Uvnitf bilkovinné
kapsidy obsahuji nukleovou kyselinu, kterou infikuje bakterii. Bakterie poté zaéne
replikovat virovou DNA a proteiny zatimco o svllj chromosom piijde vlivem destrukce.
Tento zpisob infekce praktikuje virulentni lyticky bakteriofag. Dochazi k destrukci
hostitelské bakterie a vyplaveni znacného mnoZstvi kopii viru. Pfipadné¢ miize dojit
K integraci virové DNA do bakterialniho chromosomu, ten se pak replikuje i s novym
vlozenym usekem, a tak je pasivné pienaSen. Takto se chova mirny bakteriofag,
procesem lyzogenie. Vysledkem je doCasné piezivajici bakterie. Pfesto oba typy
bakteriofagl zplisobuji lyzu hostitelské bakterie a diky této skutecnosti se v soucasné
dobé spekuluje nad vyuzitim bakteriofagh jako pfirozenych antimikrobidlnich agens.
Bakteriofagové také maji schopnost zabudovat ¢ast bakterialni DNA do své DNA a pfi
infekci nasledujici bakterie tuto ¢ast DNA pienést na nového hostitele. Tak probiha

proces transdukce. (Goering 2016, s. 24) (Schindler 2014, s. 32)
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Genotyp je soubor vlastnosti charakterizujici danou bakterii, které zdédila od
matetfské buniky. Genotyp mize mutovat (ménit nukleotidovou sekvenci) a tim ménit
vlastnosti bakterie. Mutace mohou vznikat jak spontanné tak indukované. Vznik genu
pro rezistenci miize byt zptisoben mutaci obéma zptsoby. V kazdé bakteridlni populaci
se vyskytuje n¢kolik mutant kazdé¢ vlastnosti. Bakterie navic umi regulovat expresi genti
a tak dokazi optimalné vyuzit podminky prostiedi. (Schindler 2014, s. 32) (Goering
2016, s. 33)

Geneticka informace je ulozena ve form¢ sekvence nukleotidi dlouhé
dvouretézcové cirkularni molekule DNA. Ribosomy, oznaCovany jako 70S u prokaryot,
hraji vyznamnou roli v procesu proteosyntézy. Svedbergova jednotka S vyjadiuje
sedimenta¢ni koeficient makromolekul (ribosomt a jejich podjednotek) pfi stanoveni
velikosti molekul pomoci ultracentrifugy. Ribosomy jsou cilovou strukturou pisobeni

ATB ze skupiny aminoglykosidu.
2.2 Antimikrobialni latky

AML vseobecné puisobi proti mikroorganismim a toto oznaceni zahrnuje ATB,
chemoterapeutika, virostatika, antivirotika, antimykotika a dal$i. V 1é€bé bakterialnich
infekei se vyuzivaji ATB a chemoterapeutika rozdélovany podle piivodu na ptirodni
(ATB) a synteticka (chemoterapeutika). AML se 1i§i svou chemickou povahou,
puvodem, mechanismem uc¢inku a zpusobem pouziti. Na zakladé téchto vlastnosti lze
AML rozdélit na B-laktamy, glykopeptidy, aminoglykosidy, linkosamidy, polypeptidy,
chinolony, fluorochinolony, makrolidy, tetracykliny, chloramfenikoly, azalidy,
chemoterapeutika, antituberkulotika a antimykotika. (Julak 2006, s. 103) Zpravidla se
ale AML Kklasifikuji podle (1) toho, zda je jejich ucinek bakteriostaticky nebo
baktericidni, podle (2) mista u¢inku, nebo podle (3) chemické struktury. (Goering 2016,
S. 462)

Mnohé z AML maji mikrobialni plivod, jsou casto produkovany plisnémi,
zejména streptomycety, piipadné pak bakteriemi. Casto jsou chemicky modifikovany,
pro zlepSeni jejich antibakterialnich a farmakologickych vlastnosti, nebo zcela vyrobeny
synteticky (napt. sulfonamidy nebo chinolony). V piipadg, ze je AML pfipravena pouze

chemicky jedna se o chemoterapeutikum. (Votava 2005, s. 235) Dava se prednost
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pojmu antimikrobialni nebo antimikrobni latky jelikoz zahrnuji vSechny latky, které

inhibuji rast nebo ni¢i mikroorganismy. (Goering 2016, s. 461)

Utinek AML miZe byt baktericidni nebo bakteriostaticky. Baktericidni G¢inek
znamena rychlé usmrceni mikroorganismu zatimco bakteriostaticky ucinek zpiisobi
zastaveni rlstu eventudlné mnozeni mikroorganismu. Dany mikroorganismus neni
bakteriostatickym u¢inkem usmrcen a muize tedy po vysazeni AML znovu zahajit
mnozeni. (Julak 2006, s. 105) Baktericidni G¢inek je irreverzibilni a pusobi rychleji.

Klinicky ucinek Ize pozorovat obvykle do 48 hodin. (Votava 2005, s. 235)

Stupen ucinku dané AML zavisi na jeji povaze (cidni nebo statické plsobeni),
citlivosti mikroorganismu, koncentraci a dob¢ pisobeni dané AML. Nekteré AML
pusobi cidn¢ jen na nékteré druhy bakterii, na ostatni plisobi statickym ucinkem.
Piikladem muize byt ptsobeni chloramfenikolu na Escherichia coli, kdy dojde k inhibici
rastu, zatimco Haemophilus influenzae usmrcuje. (Goering 2016, s. 463) Pro praktické
ucely jsou tyto vlastnosti shrnuty ve stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC),
tedy nejmens$i koncentrace AML, pii které neni mozné mnozZeni dané bakterie,
a minimalni baktericidni koncentrace (MBC), tedy nejmensi koncentrace AML, pii

které dana bakterie umira. (Julak 2006, s. 105)

Cilové struktury ptisobeni AML se vice ¢i méné 1isi od cilii v hostitelskych
bunkach. Tato skutecnost umoZiiuje inhibici bunc¢k bakterii a zaroven ochranu pred
pusobenim AML na ekvivalentni hostitelské bunécné cile (selektivni toxicita). (Goering

2016, s. 463)

Podminkou pro pouziti AML jako 1éCiv je jejich selektivni toxicita pro daného
mikroba. Podana davka by méla mikroba usmrtit nebo alespon inhibovat bez poSkozeni
makroorganismu. Pomér mezi davkou, ktera je toxicka pro makroorganismus a davkou,
kterd je uc¢inna na mikroba, se nazyva chemoterapeuticky index. Vyjadiuje selektivni
toxicitu tak, Ze ¢im je hodnota indexu vyssi, tim je AML pro makroorganismus méné
toxicka. S klesajici toxicitou se otevira moznost pouziti AML systémovée a nejen mistné.
(Votava 2005, s. 235) Selektivni toxicita je vysledkem rozdilu mezi metabolismy
mikroba a hostitelskych bun€k. V idedlnim pfipadé neplisobi AML na bunky
makroorganismu, ale selektivné ovliviluji specifické procesy mikroorganismd.

Takového ucinku se dosahuje snadnéji u mikroorganiSmii prokaryotnich vzhledem
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k odlisnosti od hostitele (eukaryotniho organismu). (Goering 2016, s. 461) (Hynie a kol.
1996, s. 315)

Chemicka struktura AML je velice rozmanitd a klasifikace pouze na jejim
zakladé by byla neprakticka. OvSem v kombinaci s cilovou strukturou poskytne
vhodnou pracovni klasifikaci. (1) Inhibitory bunééné stény: f-laktamy a glykopeptidy
(2) Inhibitory syntézy bilkovin: aminoglykosidy, tetracykliny, chloramfenikol,
makrolidy, linkosamidy, oxazolidinony a fusidova kyselina (3) Inhibitory syntézy
nukleovych kyselin: chinolony, rifamyciny (4) Antimetabolity ovliviiujici syntézu
nukleovych kyselin: sulfonamidy, trimethoprim (5) Inhibitory funkce cytoplasmatické

membrany: lipopeptidy, polymyxiny
2.2.1 Mechanismy a¢inku AML

Mechanismus U¢inku AML se 1i8§i na zdklad€ rozdilnosti skladby a velikosti
molekul AML. Shoduje-li se zakladni struktura ATB, shoduje se i mechanismus u¢inku.
Cilovou strukturou nazyvame citlivé misto buiiky, kde se AML vaze a zabranuje funkci
a navaznym pochodim. Vice nez polovina uzivanych ATB ptisobi na buné¢nou sténu
bakterie. Zhruba ¢tvrtina ATB inhibuje syntézu bilkovin. Mnohé interferuji se syntézou
DNA a zabranuji replikaci bakteridlniho chromozomu, ¢imz zabraiiuji i mnoZeni bungk.

(Schindler 2014, s. 52)

Podle mechanismu uc¢inku Ize AML rozdélit do nékolika skupin: (1) Inhibitory
syntézy bakteridlni stény. (2) Inhibitory cytoplasmatické membrany. (3) Inhibitory
syntézy nukleovych kyselin. (4) Inhibitory funkce ribosomd. (5) Inhibitory funkce
kyseliny listové. (Julak 2006, s. 106)

Inhibice syntézy bunécné stény

Proces syntézy bunécné stény miize byt ovlivnén péti skupinami ATB, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou B-laktamy a glykopeptidy. Sténovy peptidoglykan je syntetizovan
ve tfech stupnich a v kazdém tomto stupni miZze byt proces syntézy ovlivnén jinym
ATB. Vprvnim stupni se syntetizuji nizkomolekuldrni prekurzory a dipeptidy
a tripeptidy, tato syntéza mize byt inhibovana ATB fosfomycinem. Ve druhém stupni

dochézi k ptenosu prekurzori pres membranu za katalyzy enzymy. Tento stupeil miize

byt inhibovan polypeptidovym ATB. V piipadé, Ze prekurzory projdou membranou
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mize dojit kinhibici tvorbou komplexii jejich C-terminalniho D-alaninu
s glykopeptidovym ATB napt. vankomycinem. V poslednim, tfetim, stupni dochazi ke
konecné polymerizaci a pfipojeni nové syntetizovaného peptidoglykanu ke sténé
pomoci enzymu transpeptidaz. Transpeptidazy patii mezi PBP atak mohou byt

inhibovany B-laktamovymi ATB. Bakterie s narusenou bunécnou sténou podléha lyze.
(Julék 2006, s. 106) (Schindler 2014, s. 53) (Johnson 2013)

Razné skupiny bakterii obsahuji rizné PBP. B-laktamova ATB maji rozdilny
ucinek u gram-pozitivnich, gram-negativnich i u anaerobnich bakterii. Na zaklad¢
povahy PBP je ur¢ena povaha morfologickych zmén bakterii pti ptisobeni ATB. Pokud
se ATB navaze na enzym ucastnici se tvorby septa pii déleni bakterii, enzym nepracuje
spravné a nedojde k rozdéleni dcefinych bunék. Vznika dlouhd vlaknita forma bakterie,
kterd nasledné¢ umirad. Pii vazbé ATB na jiny PBP vznikd vydut bakteridlni stény
a bunka lyzuje. Pfi inhibici jednoho i vice enzyml pievadéjicich jednotky prekuzort
bunééné stény pres membranu dojde k akumulaci téchto prekurzort. Dochazi tak
k aktivaci autolytického systému a buiika lyzuje. (Julak 2006, s. 106) (Goering 2016,
S. 466)

B-laktamova ATB jsou nejvyznamnéjsi a nejveétsi skupinou latek plisobicich
proti syntéze bun&fné stény. Obsahuji B-laktamovy kruh a nékteré podskupiny se
vyznacuji strukturou kruhu, ktery je pfipojeny k B-laktamovému kruhu, a postrannimi
fetézci pfipojenymi k t€émto kruhtim. Konkrétn€ u penicilinu jde o péticlenny kruh,

u cefalosporinti o Sesti¢lenny. (Goering 2016, s. 466)

Glykopeptidy jsou dalsi vyznamnou skupinou. Pisobi pouze proti
gram-pozitivnim mikroorganismiim, na gram-negativni zpravidla neplisobi. Zakladnim
glykopeptidovym ATB je vankomycin, jehoZ hlavni vyuZiti je pii 1écbé infekci
zpusobenych rezistentnimi stafylokoky, zejména multirezistentni Staphylococcus

aureus a S. epidermidis. (Goering 2016, s. 466) (Julak 2006, s. 113)
Inhibice cytoplasmatické membrany

Cytoplasmatickd membrana ma tlohu diftizni bariéry pro vodu, ionty a Ziviny
a umoznuje jejich transport mezi prostfedimi, které membrana oddéluje. Pokud dojde
k dezorganizaci membrany, dojde K poruse jeji permeability a tim k volnému pohybu

vody, iontl 1 zivin ndsledovaném smrti buiiky. ATB jsou kationtové, aniontové nebo
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neutrdlni povahy, jsou membranové aktivni a zplsobuji tvorbu porti v membrané.
Vyuzivaji se zejména ATB polypeptidova, napt. polymyxin B je nejbeznéjsi zastupcem
s klinickym pouzitim. Kvili obavdm z nedostatku ucinnych ATB pro lécbu infekci
zpusobenych gram-negativnimi bakteriemi s mnohocetnou rezistenci se obnovil zdjem
0 kombinovanou 1é¢bu polymyxin/kolistin. (Julak 2006, s. 107) (Goering 2016, s. 484)
(Hynie 2001, s. 40)

Novou tftidou ATB ptisobicich na cytoplasmatickou membréanu jsou lipopetidy.
Zastupcem této skupiny je daptomycin s baktericidnim G¢inkem proti fadé
gram-pozitivnich bakterii a dokonce i vankomycin-rezistentnich kmenti Enterococcus
faecalis a E. faecium amethicilin-rezistentnich kment Staphylococcus aureus
a S. epidermidis. Zaroven je rezistence proti daptomycinu v soucasnosti vzacna.

(Goering 2016, s. 484)
Inhibice syntézy nukleovych kyselin

AML mohou inhibovat syntézu nukleovych kyselin v riznych fazich prubéhu.
Ve fazi syntézy purinovych a pyrimidinovych nukleotidi (plsobenim analogh
nukleovych bazi a nukleosidll), fazi rozplétani dvouietézcové DNA nebo interferuji
s polymerasami (ptisobenim skupiny chinolont). Mohou zputsobit rozlomeni a destrukci
fetézci DNA (pisobenim imidazold). AML mohou také branit templatové funkci DNA,
tim, Ze tvofi s DNA intrusivni slou¢eniny. (Julak 2006, s. 107) (Schindler 2014, s. 53)

Inhibice funkce ribosomu

Navazanim AML na podjednotky ribosomii mohou narusit proces proteosyntézy.
Rizné skupiny ATB se vazou na jind mista ribosomu. Aminoglykosidy se vazou na 16S
rRNA mensi ribosomalni podjednotky. Makrolidy pak na vétsi podjednotku ribosomu.
K tomuto typu inhibice dochéazi ¢astecné 1 v lidskych buiikdch. Kromé inhibice samotné
syntézy bilkovin mohou pouzité AML interferovat s molekulami m-RNA nebo t-RNA.
(Julak 2006, s. 107) (Schindler 2014, s. 53) (Cattoir 2016)

Inhibice metabolismu kyseliny listové

Vsechny bunky, jak prokaryotické, tak eukaryotické, potiebuji redukované
folaty jako kofaktory enzymi pii biosyntéze rozsdhlého spektra bunéénych komponent.

Tetrahydrofolat slouzi jako donor jednouhlikaté¢ jednotky v fadé biosyntetickych
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procest zahrnujicich vznik methioninu, purini a thyminu. Zatimco pozadavek na
pritomnost folatd v buiikdch je univerzélni, zpiisob ziskavani folatd u prokaryot
a eukaryot se liSi. Savci vlastni aktivni transportni systém vyuzivajici na membranu
vazané proteiny urcené k transportu folatti. Vzhledem k neschopnosti rostlin a vétSiny
mikroorganisma piijimat kyselinu listovou ze svého okoli, musi folaty syntetizovat
de novo. Pravé tento rozdil mezi savci a mnoha patogenimi mikroorganismy ¢ini
biosyntézu folati vhodnym cilem pro pusobeni AML (napf. sulfonamidd). Inhibice
metabolismu kyseliny listové sekundarné phsobi na syntézu nukleovych kyselin.

(Bermingham 2002, s. 637) (Bednaf a kol. 1996, s. 168)

Kombinovany téinek AML

Ideélné pro 1éCbu staci pouze jeden piipravek AML, ktery je vhodny pro uc¢inné
zahubeni dan¢ho mikroba bez ohroZeni pacienta. Za jistych okolnosti je ov§em vhodné
pouzit kombinaci ATB: (1) pro zajiSténi synergického ucinku (zesileni), (2) pro
zabranéni nebo zpomaleni vzniku perzistentnich mikrobt, napt. pfi 1é€bé tuberkulézy,
(3) pri 1écbé polymikrobialnich infekei, pti kterych jsou riizni mikrobi rozdilné citlivi,
(4) pfi rychlém nasazeni 1écby u zivot ohrozujicich stavii, kdy neni mozné cekat na

laboratorni identifikaci infek¢niho agens, napt. pii sepsi. (Goering 2016, s. 488)

Znalost mechanismu uc¢inku jednotlivych ATB je nutnd nejen kvuli synergii, ale
i kvilli zabranéni antagonistickému u¢inku. Uginek kombinace ATB lze urit pomoci
difizni zkousky nebo zkouskou fedénim. Zkousky in vitro ovSem nemusi odpovidat
uéinkdm in vivo, potazmo je naro¢ngjsi Gcinky potvrdit. Synergii 1ze snadno prokazat
pfi zkousce in vitro, je ale obtizné ji potvrdit in vivo Vv téle pacienta. Antagonismus lze

jen ztidka potvrdit in vivo. (Goering 2016, s. 488)
2.3 Rezistence bakterii kK ATB

Rezistence bakterii k ATB je vysledkem evoluce, vyvojového procesu. Ve snaze
o preziti vznikly u prokaryot obranné mechanismy proti pisobeni Skodlivych latek
V jejich prostiedi. Vzhledem k jednoduchosti a dynamicnosti prokaryotniho organismu
netrva vyvoj obrannych genetickych a fenotypovych znakl rozdilného charakteru ptili§
dlouho. Mnozina téchto genti, které chrani bakterie pted ucinky podavaného ATB, se

nazyva rezistom. (Schindler 2014, s. 54)
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2.3.1 Prirozena rezistence

Rezistenci Ize rozlisit z hlediska ptivodu na pftirozenou (primarni) a ziskanou
(sekundarni). Pfirozena rezistence vyplyva z morfologie a funkce bunky. Naptiklad
kdyz chybi cilova struktura pro ptisobeni ATB (jako uplnd absence bunécné stény
u Mycoplasma znemoznuje pisobeni f-laktamti), kdyz bufika nema transportni systém,
kterym by pifenesla ATB do nitra builkky, nebo kdyz je bunécnd sténa pro ATB
nepropustna (naptiklad kvili shodnému naboji ATB a povrchu bunécné stény nebo

kvuli velikosti molekuly ATB). (Schindler 2014, s. 54)

Jelikoz B-laktamy maji jako cilovou strukturu bunénou sténu, je piirozené
rezistentni ten druh mikroorganismu, ktery bunéénou sténu nema (Mycoplasma), nebo
ktery ma bunécnou sténu vysoce nepropustnou (mykobakterie a intracelularni patogeny

jako Brucella nebo Legionella).

Ptipadem pfirozené rezistence muze byt i neschopnost ATB proniknout
bunécnou sténou kvili jeho fyzikdlnim vlastnostem. Napiiklad kvili velikosti molekul
ATB, jako je tomu u glykopeptidi. Glykopeptidy nemohou ucinné pronikat vnéjsi
membranou do peptidoglykanu gram-negativnich bakterii, protoze jejich molekuly jsou
ptilis velké. (Goering 2016, s. 471)

Cefalosporiny maji negativni néboj stejné jako bunécna sténa diky
lipopolysacharidim a rGznym karboxylovym kyselindm zabudovym v jeji struktufe.
Proto je pro cefalosporiny obtizné dosahnout bunééné stény. Gram-pozitivni bakterie
maji ve struktufe své bunécéné stény silnou vrstvu peptidoglykanu, jehoZ molekuly jsou
navzajem pospojovany jako sit. U n€kterych druhli bakterii je tato sit’ volngjsi a ATB
tedy mohou pomérné¢ snadno pronikat touto siti a problém nepropustnosti stény
gram-pozitnich bakterii pro ATB neexistuje. Dal§i vyznamnou roli v uréovani
propustnosti membrany hraje hydrofilita molekul ATB. Vzhledem k faktu, ze buné¢na
sténa je lipofilniho charakteru maji hydrofilni ATB potize s proniknutim do vnitiniho
prostiedi. (Inoue 1998, s. 503)

2.3.2 Ziskana rezistence

Sekundarni rezistence je ziskand, at’ uz mutaci stavajicich gend nebo piijmutim
genu nového od druhé bakterie. B&hem déleni buné€k dochazi spontanné
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k chromosomovym mutacim. K pfenosu genu rezistence dochazi pomoci plasmidu,
transpozonll nebo prenosem genovych kaset. K Sifeni rezistence pfispiva selekéni tlak
ATB. Selekéni tlak ATB zpiisobuje potlaceni té ¢asti populace bakterii, ktera je citliva,
a diky tomu se rezistentni builky mohou bez zdbran mnozit. Vznika tak rezistentni
populace a rezistence se muze pienaset vramci generace nebo na potomstvo. (Schindler

2014, s. 55) (Julak 2006, s. 119)

Bakterie mohou piedavat svou genetickou informaci tfemi mechanismy.
(1) Konjugaci, kdy dojde k ptenosu molekuly DNA mezi donorovou a recipientni
bakterii. Bakterie musi byt v t€ésném kontaktu, ten je zajistén pomoci pili na povrchu
bunék nebo adherint. (2) Transformace, kdy bakterie pohlti volnou nukleovou kyselinu
z prostiedi a nasledné ji zacleni do svého genomu. (3) Transdukce, kdy dojde k pienosu
genetické informace o rezistenci jako soucasti nukleové kyseliny bakteriofaga

infikujiciho bakterii. (Urbaskova 2012, s. B6)

Konjugaci se priklada nejvétsi vyznam v Sifeni geni ATB rezistence. Je to
z divodu vétsi pravdépodobnosti uskutecnéni, protoze poskytuje lepSi ochranu pied
okolim a také zvySuje pravdépodobnost pifijmuti nového genu recipientni bakterii.
Konjugace je v ptirodé béznym zpuisobem pienosu genetické informace a nejcastéji je
prenos uskutecnén pomoci plasmidii. Ptitomnost nového plasmidu je pro bakterii
energeticka zatéz a tak se ho sama zbavuje, coz zplsobi vyfedéni plasmidi z populace
Vv pritbéhu reprodukce. Dulezita je pfitomnost tra genti, protoZe zodpovidaji za tvorbu
sex pili a nasledné¢ kojuga¢niho mustku. (von Wintersdorff 2016) (Schindler 2014,
s. 56) (Porton a kol. 2011)

Pii pokusech bakteriolog Frederick Griffith zaznamenal, ze urcité bakterie se
zdaly byt schopny pfijmuti, zaclenéni a funk¢ni exprese fragmentii volné DNA, proces
nazvany transformace. Aby se tento proces mohl uskutecnit musi byt splnéno nékolik
podminek. Musi byt pfitomna volna nukleovd kyselina v extracelularnim prostiedi,
recipientni bakterie musi byt schopna tuto DNA pfijmout a dana DNA musi byt po
pohlceni stabilizovdna. Stabilizace muize probéhnout bud’ zalenénim do genomu

recipientni bakterie nebo recirkulizaci. (von Wintersdorff 2016) (Thomas 2005)

Pomoci transdukce mohou bakteriofagy prendset své geny, které jsou vyhodné

pro hostitelské bakterie, a zaroven podpofit vlastni preziti a rozmnozeni. To ptidéluje
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bakteriofagm velky vyznam v tvarovani mikrobiomu v kterémkoliv prostiedi.

(Modi 2013)

PfenasSeni rezistence z rodicovské generace na potomstvo se nazyva vertikalni
pienos rezistence. Pfenos gent podminujicich rezistenci v ramcei jedné generacni vrstvy

se nazyva horizontalni pienos. (Schindler 2014, s. 55)

2.3.3 Mechanismy rezistence

Mikroby dosahuji rezistence tfemi zptsoby: (1) Enzymatickéd inaktivace ATB,
(2) Zména cilové struktury, receptorit nebo metabolické drahy, (3) Snizeni koncentrace
ATB uvnitt builkky mechanismy: zhorSeni priniku ATB do buiiky nebo aktivni exkrece.
(Julak 2006, s. 120)

Enzymaticka inaktivace ATB

Bakterie produkuji vlastni enzymy, které modifikuji nebo rozkladaji ATB.
Piikladem muze byt produkce B-laktamas, jejichZ substratem je B-laktamovy kruh. Po
otevieni B-laktamového kruhu se penicilin méni na neucinnou kyselinu penicilinovou
a ATB se nemuze navazat na cilovou strukturu, kterou jsou PBP. Zcela tedy inaktivuji
penicilin a cefalosporiny. B-laktamasy jsou enzymy schopné hydrolyzovat amidy,

amidiny a jiné vazby mezi atomem dusiku a uhliku. (Kolaf 2002)

Enzymy mohou byt vylu¢ovany do okoli jako exoenzymy (U gram-pozitivnich
bakterii) nebo vazany v periplasmatickém prostoru (U gram-negativnich bakterii), kde
ucinné chrani PBP. Hojné vyuzivani B-laktaml zapfi¢inilo postupny vznik desitek
B-laktamas az se v 70. letech 20. stoleti objevily Sirokospektré B-laktamasy (ESBL). Ty
Stépi  Siroké spektrum P-laktamovych ATB vcetné cefalosporini 3. generace
a monobaktamu. K pfenosu gent pro B-laktamasy se uskutectiuje pomoci plasmida
a nové druhy vznikaji bodovymi mutacemi. B-laktamasy indetifikujeme podle substratu,
napf. penicilinasy, cefalosporinasy, karbapenemasy. (Jarlier 1988) (Schindler 2014,
s. 57)

Schéma funkéni klasifikace bylo navrhnuto Karen Bush v roce 1989 a rozsifeno
1995. Byly ptidany nové podskupiny jako vysledek identifikace a rozsifeni hlavnich
B-laktamasovych rodin. Klasifikace dle Bush je zalozena na preferenci substratu

a citlivosti k inhibitorim. Toto ¢lenéni je pouze fenotypové. Pfi vzniku bodovych

25



mutaci se miize fenotypovy projev ménit, tim dojde ke zméné substratové specifity
a citlivosti k ATB, a zméni se tedy i zatazeni do skupiny. V soucasné dob¢ se pouzivaji

dva klasifika¢ni systémy pro B-laktamasy: tiidy a skupiny. (Kolat 2002)

Tridy:
Molekularni klasifikace je zaloZena na sekvenci aminokyselin a déli B-laktamasy
do tfid dle Amblera. Pii roz¢lenéni B-laktamas do tfid se bere ohled na charakter

substratl a inhibitort, tak, aby vysledné tfidy korelovaly s fenotypem klinickych
izolatt. (Bush 2010)

Karbapenemasy jsou p-laktamasy s mnohostrannymi  hydrolytickymi
schopnostmi. Piedstavuji nejvice vSestrannou rodinu [-laktamas. Jsou schopny
hydrolizovat peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy. Mnoho z téchto
enzymu je schopno hydrolyzovat témér vSechny hydrolyzovatelné B-laktamy a zaroven
jsou odolné proti vSem komeréné¢ dostupnym inhibitorim [-laktamas. Bakterie
produkujici karbapenemasy mohou zpusobit zavazna onemocnéni, pii kterych aktivita
téchto enzym Cini B-laktamy netéinnymi. Karbapenemasy spadaji do tfid A, B a D.
Skupina karbapenemas tfidy A zahrnuje dal$i rodiny enzymu véetné prevladajici rodiny
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), nalézanou vétSinou na plasmidech
Klebsiella pneumoniae. Tiida D obsahuje PB-laktamasy typu OXA, casto detekované

u Acinetobacter baumannii. (Queenan 2007) (Nordmann 2002)

Tfida A: Enzymy této tfidy jsou pfevazné urCeny k rychle deacylaci (hydrolyze)
B-laktamid. Kodovany jsou vétSinou plasmidy (vyjimkou jsou bakterie Klebsiella sp.,
Proteus vulgaris, Bacteroides sp., u kterych jsou chromosomalné¢ kodované).
Producenty jsou gram-pozitivni i gram-negativni bakterie. Nej€astéjsimi enzymy celedi
Enterobacteriacae jsou TEM 1 a SHV 1. Pokud dojde k mutaci téchto puvodnich
enzymu dojde K produkci ESBL a jejich naslednému rozsifeni. V soucasné terapeutické

praxi je $iteni ESBL zavaznym problémem. (Kolaf 2002)

Ttida B: Enzymy tfidy B G¢inkuji na karbapenemy. Rezistence je rozSifena i1 na ostatni
B-laktamy, kromé monobaktami, a ucinek téchto enzymil neni reverzibilni G¢inkem
inhibitord. Jsou kdédovany na plasmidech a jsou transferabilni. Enzym IMP 1 je

produkovan bakterii Pseudomonas aeruginosa. (Kolai 2002)
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Ttida C: Obsahuje B-laktamasy typu AmpC, které jsou rezistentni k cefalosporinim
1.a 2. generace a k sirokospektrym penicilinim. Jsou kdédovany na chromosomu. Pti
spontanni mutaci genu ampR dojde k inhibici represorovych molekul, které tlumi
expresi genu ampC, a dochazi ke kontinualni nadprodukci molekul AmpC. Tim vznika
rezistence k cefalosporinim 3. generace. U¢inek enzymil je obvykle nereverzibilni
inhibitory. Odolnymi jsou karbapenemy (jmenovit¢ imipenem, meropenem)

a cefalosporiny 4. generace (cefepim, cefpirom). (Kolar 2002)

Tiida D: Obsahuje B-laktamasy typu OXA, které jsou kodované na plasmidech. Jsou
produkovany nékterymi enterobakteriemi. (Kolatr 2002)

Ttidy A, C a D vyuzivaji reaktivni serinové reziduum v aktivnim misté
k zformovani acyl-enzymu  a zhydrolyzovani  substratu. Tiida B  zastituje
metalo-enzymy, které obsahuji ve svém aktivnim misté alesponi jeden ion zinku spolu

s rezidui histidinu a/nebo cysteinu. (Bush 2010)

Skupiny:
Enzymy jsou spojovany do skupin na zakladé jejich schopnosti hydrolyzovat
urcité tiidy pB-laktamu a inaktivovat nastroje inhibice B-laktamas — klavulanova kyselina,

sulbaktam a tazobaktam. V zasad¢ spolu skupiny a tfidy koreluji. (Bush 2010)

Skupina 1: Cefalosporinasy, patfi do molekularni tfidy C a jsou zakddovany na
chromosomech mnoha enterobakterii. Jsou vice aktivni pfi pisobeni cefalosporind nez
benzylpenicilinu a jsou obvykle rezistentni k inhibici kyselinou klavulanovou. Maji
vysokou afinitu k aztreonamu na rozdil od tfidy A cefalosporini. U mnoha organismu,
véetné Enterobacter cloacae a Pseudomonas aeruginosa, exprese AmpC je nizka, ale
vyvolatelnd pii vystaveni bakterii ur€itym p-laktamim, jako amoxicilin, ampicilin,
imipenem a klavulanova kyselina. Pokud jsou cefalosporinasy produkovany ve velkych
mnozstvich miize vznikat rezistence vuc¢i karbapenemim, zvlaste pak ertapenemu.

(Bush 2010)

Skupina 2: Serinové P-laktamasy, zahrnujici tiidy A a D, pfedstavuji nejrozsahlejsi
skupinu B-laktamas. Tyto enzymy preferuji hydrolyzu benzylpenicilinu a mnoha
penicilinovych derivati. Naopak Spatn€¢ hydrolyzuji cefalosporiny, karbapenemy
a monobaktamy. VétSina je kédovana na chromosomu, vyjimkou jsou stafylokokové

penicilinasy, které jsou kddované na plasmidu. Skupina 2 je rozdé€lena na 8 podskupin
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podle substratové specifity. Podskupina 2be je tvofena enzymy se Sirokym spektrem,
aktivnimi proti penicilinim a cefalosporinim (stejné jako podskupina 2b) a navic umi
hydrolyzovat jednu nebo vice oxyimino-B-laktamil, jako cefotaxim, ceftazidim
a aztreonam. Stale jsou ovSem inhibovany klavulanovou kyselinou, ¢ehoz se vyuziva pii
detekci v klinické laboratofi. Podskupina 2ce obsahuje Sirokospektré karbenicilinasy.
(Bush 2010)

Skupina 3: Metalo-B-laktamasy (MBL) jsou unikatni skupinou [-laktamas jak
strukturné, tak funkéné. Obvykle jsou produkovany spolecné s druhou nebo tfeti
skupinou. Lisi se od zbylych B-laktamas svym pozadavkem na ptitomnost zinkového
iontu v aktivnim misté¢ enzymu. Dfive byly rozpoznatelné diky jejich schopnosti
hydrolyzovat karbapenemy, ale nyni maji tuto schopnost i1 nckteré serinové
B-laktamasy. Na rozdil od serinovych p-laktamas maji MBL malou afinitu
a hydrolytickou schopnost vi¢i monobaktamim anejsou inhibovany kyselinou
klavulanovou ani tazobaktamem. Jsou inhibovany ionty kovii chelata¢nich ¢inidel jako
EDTA. Pivodné se geny pro MBL vyskytovaly na chromosomu. Od doby co se geny
pro MBL objevily na vymeénitelnych (mobilnich) bunéénych elementech, zacaly se diky
evolu¢nimu tlaku objevovat v mnoha druzich hostiteli. Vysledkem jsou enzymové
rodiny s nékolika tucty unikatnich variant. Podskupina 3b obsahuje mens$i mnozstvi
MBL, které ptrednostné hydrolyzuji karbapenemy oproti penicilinlim a cefalosporiniim.
Nejucinngjsi hydrolyza karbapenemt probihd, pokud je zinkovym iontem obsazeno
pouze jedno vazebné misto enzymu. Pokud je obsazeno i druhé vazebné misto dochézi
k inhibici aktivity enzymu. Toto chovani enzymu je kontrastni k ostatnim podskupinam
MBL. (Bush 2010)

vvvvvv

Klasifikaci zminovana. Enzymy, které do této skupiny spadaly, budou pravdépodobné

zatazeny do jedné z ptedchozich az budou zcela charakterizovany. (Bush 2010)

Dalsim ptikladem enzymatické inaktivace ATB mlze byt rozklad
chloramfenikolu pomoci acetyltransferasy, nebo rozklad aminoglykosidli pomoci

acetyltransferas, fosfotransferas a nukleotidyltransferas. (Julak 2006, s 120)
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Zména cilové struktury

Pokud nemaji na bakterii pasobit ATB pusobici na buné¢nou sténu, musi dojit
ke zméné PBP. Je tomu tak naptiklad u penicilin-rezistentnich kmenii Streptococcus
pneumoniae. Jejich PBP maji zménénou strukturu a penicilin se na né obtizn¢ vaze.
Dalsim vyznamnym ptikladem je methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA), ktery syntetizuje PBP typu 2a, ktery ma mnohem nizsi afinitu k B-laktamtm,
a tak miZze tento enzym pokracovat v syntéze. Mimo methicilin je navic rezistentni ke

vSem penicilinim, cefalosporiniim a karbapenemtm. (Juldk 2006, s. 120)

Bakterie se také chrani specifickou methylaci RNA a znemoziuji tak navazani
ATB. Tento mechanismus se uplatiiuje pfi rezistenci na erytromycin nebo linkomycin.
Muze dochazet i ke zméne struktury DNA-gyrasy a tak opét zabranéni vazbé ATB.
(Julak 2006)

SniZeni koncentrace ATB uvnitf burky

Za ucelem snizeni koncentrace ATB uvniti builky se bakterie snazi o snizeni
propustnosti bunécné stény nebo vyuziva systém aktivniho vypuzeni ATB. Mira
propustnosti bunécné stény zavisi od jejiho charakteru a charakteru ATB. Nepolarni
ATB mohou byt odraZena pti priachodu polarni lipidovou dvojvrstvou zvySenim hustoty
polarnich polysacharidovych fetézct lipopolysacharidi. Polarni ATB jsou vpousténa do
buniky pfes poriny. SniZenim poctu porinl nebo jejich propustnosti miize buiika sniZit
koncentraci ATB uvnitf. Piikladem mulZe byt rezistence n€kterych enterobakterii nebo
Pseudomonas aeruginosa k aminoglykosidiim prostfednictvim zmény vlastnosti porint.
(Juldk 2006, s. 120)

Aktivni vypuzeni ATB pomoci efluxnich pump je pro bakterii energeticky
naro¢né. Efluxni pumpy mohou byt substratové specifické nebo mohou pienaset
spektrum strukturné nepodobnych latek, v€etné¢ ATB raznych tfid. Takové pumpy jsou
spojovany s multirezistenci. Geny pro efluxni pumpy jsou pfitomny jak v citlivych, tak
I V rezistentnich bakteriich. V né€kterych ptipadech mutze byt systém pump indukovan
substratem. Diive citliva bakterie vytvaii nadprodukei pump a stava se rezistentni. To se
muze stat dvéma zptisoby, bud’ (1) je zvySena exprese bilkoviny efluxni pumpy nebo (2)
v dané bilkoviné doslo k substituci aminokyseliny (jedné nebo vice) a bilkovina je nyni

vice efektivni ve své funkci. (Piddock 2006)
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Ptesto, ze jsou geny a bilkoviny pro efluxni pumpy pfitomny ve vSech bakterich
a podminuji rezistenci, nemusi to nutné znamenat, ze dand bakterie bude rezistentni
k pouzité 1é¢b€. Nemusi byt rezistentni k pouzitému ATB nebo klinicky bezpecné
koncentraci. Rezistence zprostiedkovana efluxnimi pumpami je z klinického hlediska

zavisla na druhu bakterie, ATB a infekce. (Piddock 2006)
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3 Cil prace

Seznameni se s principy a vyznamem spravné laboratorni praxe pii stanovovani
antibiogramu, jako podkladu raciondlni cilené terapie a sezndmeni se s vyznamem

screeningu bakteridlni rezistence pro omezeni S$ifeni rezistence v nemocni¢nim

prostiedi.
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4 Metodika

Utinek AML na bakterie je mozné zjistit nékolika laboratornimi metodami,

které maji pti fadném a peclivém postupu srovnatelné vysledky.

Vysetieni citlivosti k AML musi byt provadéno v souladu se zdsadami spravné
laboratorni praxe. Piiprava k testovani zahrnuje tyto nezbytné slozky: (1) Interni
kontrola kvality, to znamena testovani kazdé nové Sarze kultivacnich pad, ATB diski
a ostatnich diagnostik (napft. karet VITEK 2) pomoci definovanych sbirkovych kment.
(2) Dodrzeni piedepsané denzity inokula a kultiva¢nich podminek pro dany bakterialni
druh. VysSetfeni je vzdy provadéno na vyrobcem nebo autorizovanou firmou

validovanych pfistrojich a pouzité reagencie jsou IVD se znackou shody CE.

4.1 Kvalitativni metody

Kvalitativni metody maji za cil zatadit bakterialni populaci do kategorie citlivy
nebo rezistentni k danému ATB. M¢fi se tedy aktivita ATB podle priméru inhibi¢nich
zon vytvotenych plsobenim ATB obsazené¢ho v discich na Petriho misce souvisle
pokryté povlakem kmene vySetfované bakterie po pfedepsané dobé inkubace pii
optimalnich kultiva¢nich podminkach pro dany bakterialni druh. Hodnoceni vysledkt je
na zakladé méfeni velikosti inhibi¢nich z6n a nasledném porovnani jejich velikosti
s referen¢nimi hodnotami. Primér inhibi¢nich z6n se lisi u jednotlivych ATB podle
jejich rychlosti difuze z disku a také jsou v obraceném poméru k MIC. V rutinnim
provozu se uziva spojeni ,,vySetieni citlivosti* pro zjiStovani aktivity ATB. (Urbaskova

2010)

Podle vysledki mizeme bakterialni kmen zafadit do kvalitativni katergorie jako
(1) klinicky citlivy, pokud pouzit¢ ATB je dostatetné¢ aktivni a ma vysokou
pravdépodobnost uspéchu pfi pouziti k terapii, (2) klinicky rezistentni, pokud pouzité
ATB nema dostateCnou aktivitu a ma vysokou pravdépodobnost selhani pii pouziti
k terapii, a (3) klinicky intermediarné rezistentni, pokud je uspéS$nost terapie pouzitym
ATB nejista. Kvalita vysledkii se odrdzi od ptisného dodrZeni postupu metody,
pfesného méfeni primérd inhibicnich zén a také se ovéfuje systémem kontrol.

Vysledek ovSem nepostacuje pro vybér a stanoveni ddvek ATB pro 1écbu nékterych
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infekei, jako naptiklad sepse (otrava krve), meningitis (zanét mozkovych blan) nebo

endokarditis (zanét vnitiniho povrchu srdce). (Urbaskova 2010) (Scharfen 2013)

4.1.1 Diskova difuazni metoda

Pro vysetteni citlivosti K AML u bakterii, které jsou nenaro¢né (i pro nckteré
je snadna a jednoducha piiprava, diky ¢emuz je nejpouzivanéjsi metodou v rutinni
praxi. Nevyzaduje zadné specidlni pfistrojové vybaveni, je pruzna ve volbé
vysetfovanych ATB diky dostupnosti kvalitnich diskd a vyhovuje vétSing klinickych
pozadavkll na vySetteni citlivosti. Naklady, oproti jinym metoddm vySetieni citlivosti,
jsou niz8i a zdroven jsou vysledky ve vétSin€ ptipadi dostate¢né spolehlivé pro

ptedpovézeni klinické ucinnosti ATB. (UrbaSkova 1998)

Nevyhodou je nemoznost pouziti pro vysetfeni mikrobti s nizkou rychlosti ristu,
mikrobii vyzadujicich specidlni kultiva¢ni podminky a pro anaerobni bakterie. Vysledek
je vyznamné ovlivnén koncentraci inokula, to je ovSem oSetifeno métfenim zakalu
fyziologického roztoku s rozmichanou kulturou pomoci denzitometru. Také staré nebo
smésné kultury mohou ovlivnit vysledek. Pouzita bakterialni kultura by neméla byt
star§i nez 24 h. Diskova difizni metoda mize také selhat v prikazu klinicky vyznamné
rezistence nckterych bakterii a je nutné doplnit ji provedenim specialniho vySetfeni.

(Urbaskova 1998)

U diskové difuzni metody se aplikuje obecny postup a podle typu vySetieni se
pouziji jiné disky (jind& ATB) v rizném poctu s rozdilnym usporadanim na Petriho
misce. U vSech vySetieni jsme tedy pfimo pfipravili inokulum z 3 az 5 kolonii ¢isté
Kultury z agarové plotny. Pomoci sterilniho vatového tamponu jsme pienesli kolonie do
zkumavky se 3 ml fyziologického roztoku. Hustotu inokula jsme zkontrolovali pomoci
denzitometru a pfipadné upravili na zakal 0,5 stupné McFarlanda (pfibliZzna koncentrace
bundk v1 ml roztoku by méla byt mezi 1,5 a 3-10°%). Ihned bez prodlevy jsme
naockovali plotnu Miiller-Hintonova agaru (MH agar) pomoci tamponu, ktery jsme
pouzili K rozmichani kultury. Fyziologicky roztok s kulturou jsme aplikovali ve tfech
smérech svirajici tthel 60 stupiili a dbali na peclivé a kompletni pokryti agarové plotny.
Po lehkém zaschnuti povrchu jsme umistili pfisluSny pocet danych ATB diskii pomoci
sterilni pinzety nebo pomoci aplikatoru ATB diskt (raznice). Poté jsme plotny, otocené

vickem dold, umistili do termostatu vyhiatého na teplotu 35 = 1°C a nechali inkubovat
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v predepsanych podminkach 18 az 24 h, pficemz jsme dbali na umisténi maximalné

Sesti ploten na sebe kvili rovnomérné distribuci tepla.
4.2 Kvantitativni metody

Vysledkem kvantitativnich metod je koncentrace ATB, ktera je ucinna proti
testovanému kmenu. Jedna se o uréeni MIC. MIC je takova koncentrace ATB, pii které

se zastavi rust bakterie.

4.2.1 VITEK 2

VITEK 2 je pln¢ automatizovany systém urceny k identifikaci a stanoveni
citlivosti klinicky relevantnich bakterii. Vyuziva diagnostické karty, které obsahuji ATB
a testovaci média v mnozstvi o jednotkach mikrolitru. Jsou dostupné Karty k vySetieni
citlivosti rychle rostoucich gram-pozitivnich a aerobnich gram-negativnich bakterii.
Tedy =zastupce rodu Enterobacteriaceae, stafylokokl, enterokokt, streptokoki,
nefermentujicich bakterii a kvasinek. (Reller 2009)

Pted zahdjenim pfipravy na testovani izolati pomoci piistroje VITEK 2 je tieba
vytemperovat karty a fyziologicky roztok na laboratorni teplotu. K naéteni
diagnostickych karet a pozadovanych vysetfeni citlivosti slouzi tzv. stani¢ka. Stanicka
je propojena s ptistrojem VITEK 2 a laboratornim informaé¢nim systémem. Dulezité je
spravné zadani pismene a ¢isla kmene, 1 pofadi kmeni na daném ¢&isle. Potadi kment je
udéleno béhem odectu stanice plotnam, které jsou urceny k pfipravé karet. Spravné
sparovani kmene s kartou je zasadni pro bezchybny pienos dat z pfistroje zpét do

laboratorniho informac¢niho systému. Tedy sparovani vysledkl se vzorky.

Ptipravili jsme si stojanek se zkumavkami do stanicky. Do zkumavky jsme
pomoci davkovace dali 3 ml roztoku. Pomoci sterilniho vatového tamponu jsme
odebrali n€kolik kolonii ¢isté a Cerstvé kultury a rozmichali ji ve zkumavce s roztokem.
Denzitometrem jsme zjistili hustotu inokula a pfipadné upravili pridanim dalSich
nékolik kolonii na hustotu 0,53 — 0,73 stupné McFarlanda. Pfi vys$$i hustoté jsme
zkumavku i sroztokem vyhodili a pfipravili nové inokulum. Zkumavku jsme po
zméfeni umistili zpét do stojanku, nacetli ¢arovy kod ptislusné diagnostické karty
pomoci ¢te¢ky a umistili kartu do stojanku tak, aby pipetovaci hadi¢ka byla umisténa ve

zkumavce s inokulem. Dbali jsme na to, abychom se pipetovaci hadicky nedotkli,
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protoze by doSlo ke kontaminaci inokula a ke zkresleni vysledkl. Zarovein se po
ptipravé inokula kontroluje sterilita pouzitého roztoku a cistota pouzité kultury.
Sterilnim tamponem, ktery byl pouzit k rozmichani inokula, jsme ud¢€lali Caru pfes
krevni agar (v pfipradé¢ stafylokokiil) nebo MacConkeylv agar (v piipadé
gram-negativnich ty¢ek) a plotny umistili do termostatu. Druhy den jsme zkontrolovali,
ze pouzité kultury byly cisté a fyziologicky roztok, pouzity k pfipravé inokula, byl

sterilni.

Pii zadavani vysetfeni citlivosti soucasné s identifikaci jsme vlozili do stojanku
navic prazdnou zkumavku, ke které jsme pfifadili citlivostni kartu. ldentifikace
Vv informacnim systému je stejnd, 1isi se kod diagnostické karty. Po zadani potiebnych
udaji do informacniho systému a umisténi potfebnych zkumavek a karet do stojanku
jsme presunuli stojanek ze stani¢ky do piistroje VITEK 2 a spustili testovani. Po zhruba
10 — 15 minutach pristroj zpracoval vzorky a bylo mozné stojanek se suspenzemi

vyjmout. Vysledky byly automaticky odeslany do laboratorniho informaéniho systému.

4.2.2 E-test

E-test je kvantitativni metoda vySetfeni citlivosti bakterii, kterd kombinuje
principy diskové difuzni metody a diluéni metody. Hlavni vyhodou je jednoduchost
provedeni testu umoznujici pruzné stanoveni MIC jednotlivych ATB. E-test 1ze provést
na ruznych pudach, coz umozinuje jeho vyuziti pro testovani mikrobd s riznymi
rustovymi naroky. Je proto vhodny k vySetteni MIC u riistové narocnych bakterii,
anaerobil. Dalsi vyhodou je spolehlivéjsi odhaleni kontaminace kmeni nez pii pouziti
bujonové dilucni mikrometody. Lépe také detekuje heterorezistenci a v rutinni praxi se

vyuziva k doplnéni nebo uptesnéni vysledkil ziskanych diskovou difuzni metodou.

Pro vysokou cenu se E-test vyuziva v rutinni praxi pouze v piipadech, kdy neni
vysledek diskové difizni metody spolehlivy. Vysledky mohou byt vyznamné ovlivnény

koncentraci inokula.

Vlastni E-test se provadi pomoci plastikového prouzku, na kterém je naneseno
testované ATB v suchém stavu ve vzestupné koncentraci na jedné strané. Na druhé
stran€ je kontinudlni stupnice, ktera slouzi k odecitani MIC. Jako u diskovych difuznich

metod se vySetfovany kmen bakterie naockuje na celou plochu MH agaru v rovnomérné
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vrstve. S E-testem se manipuluje pomoci sterilni pinzety a po pfiloZeni na agar se nesmi
s prouzkem déle manipulovat — posouvat ani sundavat. Po pfislusné dob¢ inkubace je
mozné odecist vysledky. Kolem prouzku se vytvoii zéna inhibice ve tvaru elipsy a kde
okraj elipsy protind okraj prouzku je mozné odecist na kalibrované odecitaci Skale

hodnotu MIC.

Pomoci sterilniho tamponu jsme pienesli ne¢kolik izolovanych kolonii z Cisté
kultury do fyziologického roztoku a rozmichali je. Inokulum by mélo této chvili
obsahovat pfiblizné 1,5 az 3-10® bunék v 1 ml fyziologického roztoku. Aktualni hustotu
inokula jsme zjistili zméfenim zakalu pomoci denzitometru. Zakal byl 0,5 stupné
McFarlanda. Nasledn¢ jsme koncentraci inokula upravili tak, aby vysledna koncentrace
byla 10* az 10° bungk, a to zfedénim paivodniho inokula fyziologickym roztokem 1:10.
Inokulum jsme naockovali na MH agar pomoci vatového tamponu postupnym
rozetfenim ve tfech smérech, pficemz jsme vzdy plotnu otocili pfiblizné o 60°. Nechali
jsme inokulum zcela zaschnout a poté jsme pfilozili E-test pomoci sterilni pinzety.
Zkontrolovali jsme, Ze se E-test dotyka agaru celym povrchem. Misky jsme dali
inkubovat do termostatu otocené vickem dolti a nevrstvili vice jak Sest misek na sebe
kvuli rovhomérné distribuci tepla. Po potiebné dob¢ inkubace jsme odecetli vysledek

podle mista, kde okraj inhibi¢ni zony protinal okraj prouzku E-testu.

4.2.3 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody jsou kvantitativnimi testy, které slouzi ke zjisténi MIC. MIC se
hodnoti v agarovych piidach obsahujici zvolené koncentrace ATB. Obvykle se pfipravi
vice koncetraci jednoho ATB (12-15) fedénych dvojnasobné geometrickou fadou. Na
agarovou plotnu se naockuje standardni inokulum vySetfovanych bakterii a po piislusné
dobé inkubace je moZné odecist MIC. Jedna se o vysoce standardizovanou, referencni
metodu K vyhodnocovani pfesnosti ostatnich metod vysetfeni citlivosti. Lze pomoci ni
vysetfit citlivost velkych soubori kmenit za stejnych podminek. Je to spolehliva metoda
k hodnoceni G¢innosti novych ATB a v porovnani s dilu¢ni mikrometodou spolehlivéji

odhaluje kontaminaci kmenti a 1épe detekuje heterorezistenci.

Na ptipravu miiZze byt metoda ¢asoveé pracné a ndkladnd. Neni tedy prakticka pro

vySetieni citlivosti malého mnozstvi nebo jednotlivych kmenti.
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4.3 Metody screeningu mechanismu rezistence

Screening slouzi k zachyceni rezistence u podezielych vzorki. Metody musi byt

co nejcitlivéjsi aby zadny vzorek nebyl vyhodnocen jako falesné negativni.

4.3.1 Screeningovy agar pro screening MRSA

Screeningovy agar pro screening MRSA je MH agar s ptidanym 4% chloridem
sodnym a oxacilinem o koncentraci 6 mg/l. Inokulum o hustot¢ 0,5 stupné dle
McFarlanda jsme ptipravili pfimou metodou (3 az 5 kolonii jsme pomoci sterilniho
tamponu rozmichali ve zkumavce se 3 ml fyziologického roztoku). Nasledn¢ jsme
inokulum zfedili v poméru 1:10 fyziologickym roztokem. Kli¢ckou kalibrovanou na
10 ul jsme naockovali inokulum na vyse¢ MH agaru a plotnu dali inkubovat do

termostatu na 24 hodin.

Pokud vyrostou na agaru dvé a vice kolonii je testovany kmen rezistentni
k oxacilinu. Pfi negativnim vysledku u koagulaza negativnich stafylokoki je doba

inkubace prodlouzena o dalSich 24 hodin.

Existuji screeningové agary i pro VRE nebo pro producenty KPC.

4.3.2 Diskovy difuzni test s cefoxitinem

Pti podezieni na MRSA se provadi test na principu diskové difuzni metody za
pouziti ATB disku s 30 pg cefoxitinu. Breakpoint pro MRSA je 22 mm. Pokud je
inhibi¢ni zona okolo disku rovna nebo mens$i nez 22 mm je vySetfovany kmen
podeziely z rezistence Kk methicilinu. Komunitni izolaty maji ihibi¢ni zoénu nejméné

20 mm. Konfirmace se provadi pomoci latex-aglutinac¢niho testu.

Standardnim postupem jsme pfipravili pfimé inokulum, které jsme naockovali
na MH agar a do 15 minut jsme aplikovali ATB disk s 30 pg cefoxitinu do stredu
Petriho misky. Misku jsme dali inkubovat do termostatu na 24 hodin. Vysledek jsme

odecetli zméfenim inhibi¢ni zony.
4.3.3 Latex-aglutinacni test MRSA-Screen

Rychlé latex-aglutinacni testy vyuzivame k identifikaci a konfirmaci kolonii ze

selektivnich agart. Test se sklada z inertnich latexovych ¢astic, které jsou
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senzibilizovany monoklonélni protiladtkou proti PBP2 a reagent k rychlé extrakci PBP2
s bakteridlni stény. Extrakty jsou pfipraveny povarenim inokula S. aureus v alkalickém
prostiedi, nasledovaném neutralizaci a centrifugaci. Supernatant je poté smichan
s latexovym reagentem na testovaci kart€. Béhem tfi minut mize byt viditelné

shlukovéani nebo aglutinace, coz znaci pfitomnost PBP2.

Tato metoda identifikace je nendro¢nd financén€, provedenim, nevyzaduje
specidlni pomiticky a poskytuje vysledky do 15 minut. Potfebny materidl je soucasti

komer¢né vyrabéného kitu.

Do mikroeppendorfovy zkumavky jsme nakapali c¢tyii kapky extrakéniho
reagentu 1 a pomoci sterilni mikrobiologické klicky kalibrované na 1,5 ul vnesli
dostatecné mnozstvi kolonii vySetfovaného kmenu do zkumavky (dostatecného
mnozstvi dosahneme dvéma aplikacemi kli¢kou). Uzavienou zkumavku jsme umistili
do blokového termostatu. Po tfech minutach jsme zkumavku vytahli z termostatu
a nechali vychladnout pfi pokojové teploté. Po vychladnuti jsme ptidali jednu kapku
extrak¢éniho reagentu 2, dobfe promichali a dali centrifugovat pii 3000 otackach po

dobu péti minut. Vznikly supernatant jsme pouzili k latexové aglutinaci.

Pro kazdy vzorek jsme oznalili dvé reak¢éni mista ve tvaru kruhu na testovaci
karté (test a kontrola). Na kazdé misto jsme pomoci automatické pipety umistili 50 pl
supernatantu s testovanym kmenem. Na jedno reakéni misto jsme ptidali jednu kapku
roztoku senzibilizovaného latexu a na druhé misto jednu kapku roztoku kontrolniho
latexu. Promichali jsme reagenty se supernatantem pomoci ¢isté $pejle (vzdy jedna pro
jeden vzorek) pficemz jsme smés rozprostieli po celé ploSe reakéniho mista. Kartou
jsme krouzili vruce a do tfi minut byla v pfipadé pozitivity viditelna aglutinace.
V kontrolnim reakénim misté nesmi dojit k aglutinaci, v opacném piipadé je vysledek

chybny.

4.3.4 Screening produkce karbapenemas

Cileny screening produkce karbapenemas se provadi u vzorkt, kde 1ze ocekavat
ptritomnost bakterii rodu Enterobacteriaceae (vzorky jako vytér z recta) a samoziejmé
u suspektnich kmenti. Screening karbapenemas se provadi pomoci vySetieni na principu
diskové difuzni metody s diskem obsahujicim 10 pg ertapenemu a diskem s 30 pg

temocilinu. Interpretace vysledki je podle stanovenych breakpointi pro kazdé pouzité
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ATB. Pokud je inhibi¢ni zéna okolo ATB disku s ertapenemem do 22 mm jedna se
o0 rezistetni kmen. Pfi priméru inhibicni zény 25 mm a vyssi je vySetfovany kmen
citlivy. OvSem pfi priméru inhibicni zony mezi 22 a 25 mm je kmen suspektni
z produkce KPC a je nutno provést test KPC, ptipadné¢ dalsi konfirmaci. Breakpoint
pruméru inhibi¢ni zoény pro disk s temocilinem je 12 mm. Pokud je tedy primér do
12 mm je vySetfovany kmen producentem karbapenemas. Vysoky stupeii rezistence
k temocilinu (pramér inhibi¢ni zony méné nez 11 mm) je fenotypovym indikatorem
produkce karbapenemasy OXA-48. Neni to ovSem dostate¢né specificky indikator a je
nutno provést dalsi konfirmaci. Kmeny suspektni z produkce KPC nebo MBL se zasilaji

ke konfirmaci do referen¢ni laboratofe.

Pfipravili jsme inokulum z ¢isté, cerstvé kultury vySetfovaného kmene
anaockovali jej na MH agar. Pomoci sterilni pinzety jsme umistili ATB disky
temocilinu a ertapenemu minimalné¢ 2 cm od sebe. Plotny jsme dali inkubovat do

termostatu po dobu 24 h a nasledné odecetli vysledky zméteni inhibi¢nich zon.

4.3.5 Test KPC

Test KPC se pouziva pro detekci producentt karbapenemas. Vyuziva se rozdilu
mezi inhibi¢nimi zénami péti ATB diskt jejichz slozeni je:
disk (1) obsahuje 10 pg meropenemu, ozna¢en MRP10
disk (2) obsahuje 10 ng meropenemu + inhibitor metalo-p-laktamas (DPA-dipikolinova
kyselina), oznacen MRPDP
disk (3) obsahuje 10 pg meropenemu + KPC a AmpC inhibitor (kyselina boritd),
oznacen MRPBO
disk (4) obsahuje 10 ug meropenemu + AmpC inhibitor (kloxacilin), oznaéen MRPCX,
disk (5) obsahuje 30 pg temocilinu, oznaéen TEMOC.

Interpretace vysledki je zaloZena na rozdilu mezi inhibi¢ni zénou okolo disku se
samotnym karbapenemem a kolem diskii s kombinaci karbapenemu s inhibitorem
jednotlivych typa B-laktamas. Pokud je zéna okolo disku (2) vice nebo pravé o 5 mm
vetsi nez okolo disku (1) se samotnym karbapenemem jedna se o kmen produkujici
MBL. Pokud je zoéna okolo disku (3) vice nebo pravé o 4 mm vétsi nez okolo disku (1)
jedné se o producenta KPC. Pokud ma disk (3) rozdil v priméru inhibi¢ni zony 4 mm

a vice, a disk (4) rozdil v priméru inhibi¢ni zéony 5 mm a vice ve srovnani s diskem (1),
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jedné se o producenta AmpC Se sniZzenou propustnosti membrany zplisobenou ztratou
porind. Pokud kolem disku (5) s temocilinem chybi inhibi¢ni zéna nebo je jeji primér

do 12 mm je testovany kmen suspektni z produkce karbapenemasy OXA-48.

Po naockovani vySetfované, Cisté, Cerstvé kultury na MH agar jsme rovnomérné
rozsmitili ATB disky diagnostické sady Rosco Diagnostica pomoci sterilni pinzety
a dali plotny, oto¢ené vickem dold, inkubovat do termostatu na 18 az 24 h. Poté jsme
odecetli vysledky pomoci méfeni praméru inhibi¢nich zén okolo jednotlivych disku
a jejich néasledném porovnani oproti primeéru inhibi¢ni zoény okolo disku (1) obsahujici

pouze karbapenem. Primér inhibi¢ni zony okolo disku (5) jsme hodnotili samostatné.

4.3.6 Screeningovy test produkce B-laktamas

Screeningovy test produkce p-laktamas se vyuzivd pro prikaz ESBL
a B-laktamasy typu AmpC u gram-negativnich ty¢ek zrodu Enterobacteriaceae.
Detekce ESBL se provadi u kmeni Enterobacteriaceae se snizenou nebo hrani¢ni
citlivosti k cefalosporinim 3. generace, u kterych je produkce ESBL pravdépodobna.
SniZenou citlivost si 1ze v§imnout podle mensiho priméru inhibi¢nich zon (staci i jedna
hodnota) nebo podle vysSich hodnot MIC, nez které jsou stanovené breakpointy.
U producenti ESBL je ¢asto primér inhibi¢ni zony kole cefoxitinového disku vétsi, nez
kolem disku s cefalosporinem 3. generace. f-laktamasy typu AmpC jsou produkovany
nékterymi druhy bakterii konstitutivné nebo jsou inducibilnimi enzymy, to znamena, Ze
jsou produkovany bakteriemi teprve pii kontaktu s vhodnym, indukujicim, ATB

(cefotaxim, imipenem) nebo s inhibitory B-laktamas (kyselina klavulanova).

Vyuzivaji se ¢tyii ATB disky oznacené pismeny A az D jejichz slozeni je:
A-disk obsahuje 10 pg cefpodoximu,
B-disk obsahuje 10 pg cefpodoximu + ESBL inhibitor,
C-disk obsahuje 10 pg cefpodoximu + AmpC inhibitor,
D-disk obsahuje 10 pug cefpodoximu + ESBL inhibitor + AmpC inhibitor.

Interpretace vysledki vychdzi z rozdilu mezi inhibi¢ni zénou kolem disku A
(samotny cefpodoxim) a kolem ostatnich diskd (cefpodoxim v kombinaci s inhibitorem
jednotlivych typti B-laktamas). Nejdifive se porovnava inhibi¢ni zoéna okolo disku A
vzhledem Kk ostatnim inhibi¢nim zénam zbylych diski (B, C a D). Pokud je rozdil

prumé&ra inhibi¢nich zén do 2 mm je vysledek testu negativni a testovany kmen

40



nevykazuje aktivitu ESBL ani AmpC. Pokud je rozdil priméri inhibi¢nich zon diskt
B-A a D-C vétsi nebo roven 5 mm a kazdy z rozdilu D-B a C-A mensi nez 5 mm, jedna
se o ESBL. Pokud je rozdil primért inhibi¢nich zon diski B-A a D-C mensi nez 5 mm
a kazdy z rozdilu D-B a C-A v¢tsi nebo roven 5 mm, jedna se o AmpC. Pokud je rozdil
priméru inhibi¢nich zén D-C vétsi nebo roven 5 mm, ale rozdil B-A mens$i nez 5 mm,

jedna se o kombinaci ESBL s AmpC.

Po naocCkovani vysetiované, Cisté a cCerstvé kultury na MH agar jsme
rovnomérné rozmistili 4 ATB disky pomoci sterilni pinzety. Pouzili jsme ATB disky
testovaci sady MASTDISCS ID urcené k detekci produkce enzymii AmpC a/nebo
ESBL, obsahujici cefpodoxim o mnozstvi 10 pg a potiebnou kombinaci ATB
s inhibitorem. Plotny, oto¢ené vickem dold, jsme umistili do termostatu k inkubaci po
dobu 18 az 24 hodin. Druhy den jsme odecetli vysledky pomoci méfeni inhibi¢nich zo6n
kolem jednotlivych diskt a porovnali jsme je mezi sebou podle navodu pro interpretaci

vysledkd.

4.3.7 Test DDST

Double Disk Synergy Test je metoda zalozena na detekci deformace inhibicnich
zOn vytvofenych kolem ATB diskd mezi disky s cefalosporiny a aztreonamem,
adiskem samoxicilinem v kombinaci s kyselinou klavulanovou. Disky musi byt
umistény do vzdalenosti 20 az 30 mm podle testovaného druhu. Interpretace vysledki je
na zakladé tvaru deformované inhibi¢ni zony. Pokud je vySetfovany kmen producentem
ESBL vznikéd zvétSena inhibi¢ni zona kolem alesponl jednoho z diskli s aztreonamem,
cefotaximem, ceftazidimem nebo cefepimem na strané sousedici s diskem s kombinaci
amoxicilinu s kyselinou klavulanovou. Vznika tak charakteristicky tvar ,,zatky od
Sampanského. Pokud je vySetfovany kmen producentem AmpC vznik4d deformovana
inhibi¢ni zéna podobnd tvaru pismene ,D“ u aztreonamu nebo u nékterého
z cefalosporinii na strané, ktera sousedi s diskem s kombinaci amoxicilinu s kyselinou
klavulanovou (pfipadné cefoxitinu nebo imipenemu). Pokud vySetfovany kmen
produkuje soucasné¢ ESBL i AmpC muze byt produkce ESBL skryta. Je tedy nutné pro
prikaz ESBL inhibovat produkci AmpC pomoci kyseliny borité nebo kloxacilinu,
pfipadné lze pfidat oxacilin do MH agaru. V tom ptipadé€, pokud jsou inhibi¢ni zony

vétsi nez na MH agaru bez oxacilinu, jedné se o produkci AmpC. (Hrabdk 2008)
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Nami pouzité ATB disky:
disk s oznac¢enim B obsahoval 10 pg cefpodoximu,
disk s ozna¢enim C obsahoval 10 pg cefpodoximu + kyselina klavulanova,
disk s ozna¢enim CAZ obsahoval 30 ug ceftazidimu,
disk s ozna¢enim AMC obsahoval 30 ug amoxicilinu + kyselina klavulanova,
disk s oznac¢enim FEP obsahoval 30 ug cefepimu,

disk s ozna¢enim COX obsahoval 5 ug cefotaximu.

Po naockovani vySetiované, Cisté, Cerstvé kultury na MH agar jsme rozmistili
pomoci sterilni pinzety ATB disky podle obrazku 1. Plotny oto¢ené vickem dola jsme

umistili do termostatu po dobu 18 az 24 h a poté jsme odecetli vysledky.

30 mm

DO

¢ 40 - 60 mm

AMC - amoxicilin /
kyselina klavulanova

CTX - cefotaxim

CAZ - ceftazidim

FEP - cefepim

ATM - aztreonam

CPD - cefpdodoxim

CD - cefpodoxim /
kyselina klavulanova

Obrazek 1: Rozlozeni ATB diskt pfi provedni testu DDST (Hrabak 2008)

Disk s oznacenim CD na obrazku 1 ptedstavuje disk C ve vyétu pouzitych diska, CPD
odpovida disku B, CTX odpovida disku COX.

4.4 Kontrola kvality

Nezbytnou podminkou optimalizace diagnostiky je dodrzovéani zasad spravné
laboratorni praxe, jejiz nedilnou soucasti je 1 kontrola kvality. Je nutné pracovat
s vyrobcem ovéienymi diagnostiky a zaroven kontrolovat, Ze kvalita zlistava zachovana

I v aktualnich laboratornich podminkach.
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V rutinni praxi je kontrola kvality diagnostickych souprav zaji§téna vyrobcem,
kterou vyrobce doklada certifikatem (osvédcenim kvality). Pouzivaji se komeréni
soupravy validované vyrobcem se znackou shody IVD/CE nebo s prohlasenim o shodé.
Komer¢ni soupravy se kontroluji pomoci sbirkovych kmeni v laboratornich
podminkach uzivatele. Kontroluji se ATB disky pomoci referencnich sbirkovych
kment. Provadi se kontrola jak kazdé nové sarze ATB diski, tak pravidelna kontrola jiz
pouzivanych diskii v raznicich. Tato kontrola slouzi pro ovéieni zachovani vlastnosti
aktualné pouzivanych diskl v laboratornich podminkéch. Kontroluji se E-testy a rastové
vlastnosti pid urcenych pro testovani citlivosti. Vzdy se kontroluje kazda nova
Sarze - komeréni soupravy, E-testy, pudy pro testovani citlivosti. Dilezitou soucasti
kontroly kvality je 1 dodrzovani a monitorovani skladovacich podminek a kontrola doby

expirace komer¢nich diagnostickych souprav a kit pouzivanych pfi vySetfenich.

4.5 Ziskani potiebnych dat

Pti pouziti diskovych difuznich testl jsme zméfili inhibi¢ni zény okolo
jednotlivych ATB diski. Méfili jsme vzdy ve dvou na sebe kolmych smérech
a vypocetli primérnou hodnotu priiméru inhibi¢ni zény v milimetrech. Zona inhibice
musi byt zietelnd, pouhé prosvétleni souvislého nérastu bakterie neni dostacujici (plati
i pro E-test). Rozhodnuti, od kdy se jedna o bakterii citlivou/rezistentni k danému ATB
(nebo inhibitoru), uréuji tzv. klinické breakpointy antibiotik. Pro Evropu jsou
breakpointy stanoveny organizaci EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing).
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5 Vysledky

Jednotlivé vzorky jsme identifikovali, zhotovili jsme k nim antibiogramy a na jejich

podkladé pripadné provedli dalsi testy k potvrzeni nebo vyvraceni rezistence.

Tabulka 1: Identifikace vzorku €. 1, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢.: 1 Identifikace: MRSA

Testy Vysledky Hodnoceni
Screeningovy agar pro MRSA nariist rizoveé zbarvenych kolonii pozitivni
VITEK 2 MRSA MRSA
Diskovy diftizni test s cefoxitinem inhibi¢ni zona: 0 mm MRSA
Latex-aglutinacni test aglutinace pozitivni

Vzorek €. 1 jsme identifikovali jako MRSA pomoci screeningového agaru pro
MRSA. Potvrzeni spravné identifikace a antibiogram jsme stanovili pomoci pfistroje
VITEK 2. Nasledn¢ jsme provedli konfirmaci diskovym difuznim testem s cefoxitinem

a komer¢nim latex-aglutina¢nim testem. Vysledky byly pozitivni.

Tabulka 2: Identifikace vzorku €. 2, provedny test, vysledek a hodnoceni

Vzorek ¢.: 2 Identifikace: Klebsiella pneumoniae

Testy Vysledky Hodnoceni

VITEK 2 pfirozena rezistence k ampicilinu |  divoky kmen K. pneumoniae
DDST inhibicni zony: vice jak 17 mm negativni

Vzorek ¢. 2 jsme identifikovali jako Klebsiella pneumoniae pomoci pfistroje
VITEK 2 a zhotovili jeho pomoci také antibiogram. Z antibiogramu vyplyvala piirozena
rezistence k ampicilinu. Pfi testu DDST nedoslo k inhibici ristu vysetfovaného kmene
uvsech ATB diskid, nevyskytovaly se zaddné deformace inhibi¢nich zon a rozdil
pruméru inhibi¢nich zén okolo disku s cefalosporinem a disku s cefalosporinem

v kombinaci s kyselinou klavulanovou byl méné nez 5 mm.
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Tabulka 3: Identifikace vzorku €. 3, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek €. 3 Identifikace: Klebsiella pneumoniae

Testy Vysledky Hodnoceni
rezistence k cefalosporintim

VITEK 2 3. generace ESBL pozitivni

Screeningovy test produkce B-AaD-C>5mm

B-laktamas D-BaC-A<5mm ESBL pozitivni

Tabulka 4: Vysledky screeningového testu produkce B-laktamas vzorku ¢. 3

Primér inhibi¢ni zény (mm)

Disk A Disk B Disk C

Disk D B-A

D-C

D-B C-A

0 18 0

19 18 19

1 0

Vzorek ¢. 3 byl identifikovan jako Klebsiella pneumoniae pomoci pfistroje

VITEK 2. Antibiogram jsme stanovili kvalitativni diskovou difizni metodou a zaroveii

kvantitativni automatickou metodou VITEK 2. V diskovém difaznim testu byly malé

nebo zadné zony u cefalosporini 3. generace a zaroven velkd zona u cefamycinu

cefoxitinu. Rovnéz zjistujeme vyssi hodnoty MIC u cefalosporinii 3. generace. To vse

naznacuje produkci ESBL. Podrobili jsme tedy vzorek screeningovému testu produkce

B-laktamas, ktery potvrdil, Ze vySetfovany kmen byl producentem ESBL.

Tabulka 5: Identifikace vzorku €. 4, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢. 4 Identifikace: Escherichia coli
Testy Vysledky Hodnoceni
VITEK 2 citlivy na vSechna testovana ATB divoky kmen E. coli

Vzorek €. 4 byl identifikovan jako Escherichia coli pomoci pfistroje VITEK 2,

pomoci nehoz byl stanoven i antibiogram. VySetiovany kmen byl citlivy ke vSem

testovanym ATB, nemél Zadné pfirozené ani ziskané rezistence.
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Tabulka 6: Identifikace vzorku €. 5, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢.: 5 Identifikace: Escherichia coli

Testy Vysledky Hodnoceni
VITEK 2 rezistence Kk cefalosporintim 3. a 4. generace | ESBL pozitivni
Screeningovy test B-AaD-C>5mm

produkce B-laktamas D-BaC-A<5mm ESBL pozitivni

Tabulka 7: Vysledky screeningového testu produkce p-laktamas vzorku €. 5

Priimér inhibi¢ni zony (mm)

Disk A | DiskB | DiskC | Disk D B-A D-C D-B C-A

0 20 0 20 20 20 0 0

Vzorek ¢. 5 byl identifikdn jako Escherichia coli metodou VITEK 2. Po
provedeni vySetfeni citlivosti diskovou difizni metodou a na zadkladé antibiogramu
ziskaného pomoci pfistroje VITEK 2 jsme zjistili snizenou citlivost k cefalosporinim
3. generace. Proto jsme izolovany kmen podrobili screeningovému testu produkce

B-laktamas, ktery potvrdil, Ze vySetfovany kmen byl producentem ESBL.

Tabulka 8: Identifikace vzorku €. 6, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢.: 6 Identifikace: Escherichia coli

Testy Vysledky Hodnoceni
intermediarni az rezistentni ke suspektni producent

VITEK 2 karbapenemiim OXA-48

Test KPC disk s temocilinem: inhibi¢ni zébna 0 mm producent OXA-48

karbapenemy v citlivé
kategorii, ale vyssi
E-test imipenem: 1 mg/l meropenem: 1 mg/I hodnoty MIC

Vzorek €. 6 byl identifikovan jako E. coli pomoci pfistroje VITEK 2. Vzorek byl
suspektni z produkce KPC kvuli vy$sim hodnotam MIC wu karbapenemu
(u Enterobacteriacae divokych kment jsou nejcasteji <0,25) Pozitivni byl screeningovy
test produkce karbapenemas s disky temocilinu a ertapenemu. Podrobila jsem tedy
izolat testu KPC na produkci karbapenemas pomoci ATB diskti Rosco Diagnostica.
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Vysledek byl pozitivni, testovany kmen byl producentem karbapenemas OXA-48.
Kmen byl zaslan ke konfirmaci (pomoci PCR metod) do referencni laboratote, ktera

produkci karbapenemasy OXA-48 potvrdila.

Tabulka 9: Identifikace vzorku €. 7, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢. 7 Identifikace: Enterobacter cloacae

Testy Vysledky Hodnoceni
VITEK 2 rezistence k cefalosporiniim 3. generace producent AmpC
Screeningovy test B-AaD-C<5mm

produkce

B-laktamas D-BaC-A>5mm producent AmpC

Tabulka 10: Vysledky screeningového testu produkce B-laktamas vzorku ¢&. 7

Primér inhibi¢ni zony (mm)

Disk A | DiskB | DiskC | DiskD B-A D-C D-B C-A

0 0 15 14 0 1 14 15

Vzorek ¢. 7 jsme identifikovali pomoci pfistroje VITEK 2 jako E. cloacae.
Z antibiogramu vyplynula rezistence k cefalosporinim 3. generace, proto jsme podrobili
vzorek screeningovému testu produkce B-laktamas. Vysledek ukazoval na produkci

AmpC.

Tabulka 11: Identifikace vzorku ¢&. 8, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢. 8 Identifikace: Enterobacter cloacae

Testy Vysledky Hodnoceni

MALDI-TOFF E. cloacea E. cloacea
snizena citlivost k cefalosporiniim 3.

VITEK 2 generace producent AmpC

Screeningovy test B-AaD-C<5mm

produkce B-laktamas D-BaC-A>5mm producent AmpC

DDST z6na inhibice pouze u disku cefepimu nelze hodnotit
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Tabulka 12: Vysledky screeningového testu produkce B-laktamas vzorku ¢. 8

Priimér inhibi¢ni zony (mm)

Disk A | DiskB | DiskC | Disk D B-A D-C D-B C-A

0 0 13 14 0 1 14 13

Vzorek ¢. 8 byl identifikovan metodou MALDITOFF i VITEK 2 jako
E. cloacae. Bylo provedeno vysetfeni citlivosti diskovou difuzni metodou a metodou
VITEK 2 a byla zjisténa sniZen4 citlivost k cefalosporintim 3. generace, pii nizké MIC
(<1) u zastupce cefalosporini 4. generace. Izolovany kmen jsem podrobila
screeningovému testu produkce B-laktamas atestu DDST. Cilem bylo zjistit, zda je
vySetifovany kmen producentem ESBL nebo B-laktamas typu AmpC. Screeningovy test
produkce B-laktamas potvrdil produkci AmpC. U testu DDST se objevila inhibi¢ni zona

pouze u disku cefepimu a produkci AmpC a ESBL nelze hodnaotit.

Tabulka 13: Identifikace vzorku €. 9, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢. 9 Identifikace: Pseudomonas aeruginosa

Testy Vysledky Hodnoceni
suspektni z produkce MBL

VITEK 2 rezistence ke karbapenemtim nebo OXA-48

Test KPC MRPDP-MRP10 >5 mm producent MBL

Vzorek ¢. 9 byl identifikovan jako P. aeruginosa pomoci pfistroje VITEK 2.
Z antibiogramu vyplynula rezistence ke karbapenemtim, vysetfovany kmen byl tedy
suspektni z produkce karbapenemas MBL nebo OXA-48. Podrobili jsme tedy izolat
testu KPC. Primér inhibi¢ni zoény okolo disku (2), ozna¢eného MRPDP a obsahujici
meropenem Vv kombinaci s inhibitorem MBL, byl vétsi o vice nez 5 mm ve srovnani
s inhibi¢ni zénou okolo disku (1), oznac¢eného MRP10 a obsahujici pouze meropenem.

Z tohoto rozdilu vyplyva, ze vySetfovany kmen byl suspektni z produkce MBL.

Kmen byl zaslan ke konfirmaci (pomoci PCR metod) do referen¢ni laboratofe,
ktera produkci karbapenemasy nepotvrdila. Jednalo se o kombinovany neenzymovy

mechanismus rezistence.
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Tabulka 14: Identifikace vzorku ¢. 10, provedené testy, vysledky a hodnoceni

Vzorek ¢. 10

Identifikace: Pseudomonas aeruginosa

Testy

Vysledky

Hodnoceni

VITEK 2

rezistence k vétsiné ATB

multirezistence

Vzorek ¢. 10 byl identifikovan jako Pseudomonas aeruginosa pomoci pfistroje

VITEK 2. Z antibiogramu vyplyvala rezistence ke vSem testovanym ATB kromé

kolistinu. VySetfovany kmen byl tedy multirezistentni.
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6 Diskuse

Princip agarové difiizni metody byl pouzit jiz na konci 19. stoleti. Ve 20. letech
20. stoleti predstavil Fleming metodu testovani Gc¢innosti antiseptickych roztokli proti
mikrobiim na principu agarové difuze. Do agaru v Petriho misce vyftizl uzky pruh, ktery
naplnil antiseptickym roztokem. Reddish poté techniku upravil tak, ze vyiizl do agaru
kruhy o malém priiméru, coz umoznilo testovani vice koncentraci nebo riznych roztoka
najednou. Ve ctyficatych letech byl poprvé pouzit nosi¢ ATB ve formé napusténého
filtra¢niho papiru nebo tablet. AML se zacaly také ptidavat pfimo do agaru, vznikla
tedy agarova diluéni metoda. Provadéni agarové diluéni metody bylo pro rutinni
vySetfeni piili§ casové narocné a tézkopadné. PreSlo se tedy k pouziti pouze
breakpointové koncentrace ATB k rozliseni citlivych a rezistentnich bakterii. Vzhledem
k n€kolika faktorim, ovlivitujicim vysledky vySetieni citlivosti, doslo v 60. letech ke
standardizaci metod. Spolehlivost vySetieni citlivosti by tedy méla byt u obou metod

(agarova difiizni a agarova dilu¢ni metoda) na stejné arovni. (Wheat 2001)

V 70. letech se zacaly vyvijet automatizované metody pro snizeni casové
I ekonomické naro¢nosti provedeni metod. Mezi ostatnimi vznikl i pfedchiidce dnes
pouzivaného systému VITEK 2, ktery pouzival dehydrované reagencie uzaviené

v plastikovych kartach. (Wheat 2001)

Dnes pouzivané metody jsou stejné spolehlivé a citlivé. Provedeni tvra kratsi
dobu a je zjednoduseno pouzitim komeréné vyrabénych ATB diskl a agarii s pridavkem

ATB.

K zamezeni Sifeni rezistence v ramci zdravotnického zafizeni zavadi Ustavni
hygienicko-epidemiologické oddéleni ve spolupraci s mikrobiologii a jednotlivymi
klinickymi obory preventivni opatfeni. Vychdzi pfitom ze znalosti vyskytu rezistenci
vramci daného zafizeni. Tato opatfeni zahrnuji cileny screening urcitych typt
rezistence. Pfi pozitivnim screeningu nasleduji pfisluSnd rezimova opatteni s cilem
zamezit Sifeni epidemiologicky zavazného kmene. V ramci pracovisté, kde jsme
provadéli praktické testy, se provadi cileny screening MRSA ze stérd z nosu a krku
a screening karbapenemas z vytéri zrecta u vybranych skupin pfijimanych pacientl

(pteklady, operanti, pacienti na JIP apod.). Vzhledem k tomu, Ze pracoviSté¢ nema
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hematoonkologické oddéleni, kde se predpoklada vyssi vyskyt VRE, tento typ

rezistence se zde cilené nevyhledava a objevuje se jen sporadicky.

Mimo tento cileny epidemiologicky screening se v ramci testovani klinickych
vzorkl od pacienti, pii podezielém antibiogramu, doplituji screeningové a konfirmacni
testy. Pfi jejich pozitivité, tedy zachytu kmene s epidemiologicky zavaznym typem
rezistence, se ohlaSuje hygienicko-epidemiologickému oddé€leni a opét nasleduji

rezimova opatfeni k zamezeni Sifeni kmene.

Odhaleni uréitého typu rezistence ma vyznam i pro interpretaci antibiogramu
jako podkladu cilené terapie. I kdyz se podle zasad EUCAST interpretuji hodnoty MIC
,»as read” (tedy pouze ve vztahu k breakpointu, bez zohlednéni mechanismu rezistence),
pii klinické interpretaci se mechanismus rezistence zohledni spolu s farmakokinetikou
a farmakodynamikou daného ATB a individualnim stavem a diagn6zou pacienta. Cilem
je optimalni cilend individualizovana kausalni lécba, kterd je zaroven optimalni
z hlediska ekologického vlivu. Tedy ze vyviji minimalni selekéni tlak vedouci ke

vzniku rezistentnich kment.

Vzorkem ¢. 1 byl vytér z nosu pacienta. Jednalo se o cileny screening MRSA
z epidemiologickych divodi. Vzorek byl naockovan na screeningovy selektivni agar
pro MRSA. Po narGstu kolonii (pozitivnim vysledku) byl vzorek identifikovan
(metodou MALDITOF a VITEK 2), antibiogram byl vySetfen diskovou difuzni
metodou a pomoci piistroje VITEK 2. Konfirmace byla provedena komerénim
latex-aglutinaénim testem MRSA-Screen, s jednoznaénym vysledkem stanoveni.

Aglutinace potvrdila piedeslé vysledky, tedy ze vySetfovanym kmenem byl MRSA.

Antibiogram vzorku ¢. 1 vykazoval pro MRSA typickou rezistenci k cefoxitinu
(disk pro stanoveni oxacilinové rezistence) a tedy z toho vyplyvajici rezistenci ke viem
B-laktamovym ATB. Dale rezistenci k erytromycinu, jakozto zastupci makrolidovych
ATB, a ke klindamycinu, jakozto zastupci linkosamida. V citlivé kategorii zistavaji
glykopeptidy (vankomycin, teicoplanin), linezolid a chloramfenikol, nékdy i rifampicin
¢i kotrimoxazol. Tento citlivostni vzorec je charakteristicky pro nemocni¢ni kmeny
MRSA. Komunitni kmeny maji casto zachovanu citlivost k makrolidim
a linkosamidiim. Zoéna okolo cefoxitinu u komunitnich kmenti se ¢asto pohybuje okolo

breakpointu. U nemocni¢nich MRSA je jasné v katerogii rezistence.
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U invazivnich MRSA infekci zlstavaji lékem volby glykopeptidova ATB,
nejcastéji vankomycin. Linesolid je dal$i moznou alternativou lécby — vhodny je
zejména u MRSA abscedujici pneumonie ¢i u infekci kosti (osteomyelitidy,

spondylodisciotidy).

Ve svét¢ byl jiz izolovan kmen MRSA, ktery byl zaroven rezistentni
I kK vankomycinu a teicoplaninu. Zasahout v 1é€bé proti takovému puvodci je jiz
svizelné a Sifeni takto multirezistentnich bakterii vzbuzuje obavy z nastupu

postantibiotické éry.

U gram-negativnich ty¢i jsme se seznamili S antibiogramem divokych kment,
tedy takovych, které vykazuji pouze ptirozenou rezistenci charakteristickou pro dany
druh a nemaji zddnou ziskanou rezistenci. U takovych se obvykle neprovadi dopliikové
testy. (Pro vlastni edukaci jsme tyto testy provedli s negativnim vysledkem.) Takové
kmeny pochézeji vétsSinou od pacientli z komunity (uroinfekty, komunitni klebsielova

pneumonie apod.).

Z klinického materidlu od pacientt z JIP, ktefi jsou dlouhodobé hospitalizovani
a zpravidla maji ATB 1ébu jsme zachytili kmeny bakterii ze skupiny
Enterobacteriacae vykazujici ziskanou rezistenci k cefalosporinovym ATB — typu
AmpC nebo ESBL. Lécba invazivnich infekci takovymi kmeny znamena zpravidla
podani karbapenemt. Proto je zachovani citlivosti karbapenemovych ATB klicové pro
1écbu infekei spojenych s nemocniéni péci. Proto se 1 provadi na pracovisti, kde jsme

provadéli laboratorni zkousky, screening producentti karbapenemas z vytéru z recta.

Z tohoto pravidelného epidemiologického screeningu producentli karbapenemas
jsme zachytili Escherichia coli s produkci karbapenemasy OXA-48. Screeningovy test
produkce karbapenemas s disky temocilinu a ertapenemu byl pozitivni. Tento vysledek

podpotil i antibiogram, komer¢ni test a konfirmace v referencni laboratofi.

Dalsi kmen rezistentni ke karbapenemim byl zachycen z klinického materialu
od pacienta zJIP. Jednalo se o Pseudomonas aeruginosa se smiSenym typem

neenzymové rezistence.

U infekei zpiisobenych kmeny rezistentnimi ke karbapenemiim je 1écba svizelna.

Citlivé zistavaji nékdy aminoglykosidy — zejména amikacin nebo tobramycin, ¢asto
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zustava zachovana citlivost pouze ke kolistinu. Takové kmeny se vyskytuji nejvice
VvV Asii (Indie, JV Asie). Jejich rozsifeni, podobné jako u multirezistentnich MRSA
kmenii a kment VRE, by znamenalo nastup postantibiotické éry — tedy konec G¢innosti

AML.
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[ Zavér

Provedenim testii, pomoci kterych je mozné stanovit antibiogram, na vybranych
vzorcich jsme se seznamili S principy a vyznamem spravné laboratorni praxe pfi
stanovovani antibiogramu. Pochopili jsme vyznam antibiogramu pro nastaveni
racionalni cilené terapie, kde antibiogram pro dany vySetfovany kmen umoZznuje
deeskalaci ze Sirokospektré preemptivni 1é€by na 1é¢bu cilenou. Cilena terapie
napomahd k omezeni vzniku a Sifeni rezistence pouzivanim co nejuzs§iho spektra ATB
volby. Preference pro ATB volby je nejlépe zjisténa vySetfenim citlivosti prokazaného

puvodce infekce.
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