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1. Cile

Cile predlozené bakalaiské prace lze konkretizovat nasledujicimi body:

1) Charakteristika bakteridlnich beta-laktamaz a moznosti jejich detekce
v rutinni mikrobiologické praxi.

2) Ovérfeni definovanych fenotypovych metod kurCeni produkce
Sirokospektrych beta-laktaméaz AmpA a AmpC.



2. Souhrn

Rezistence Klinickych bakterialnich izolatd k beta-laktamovym
antibiotikim, podminéna produkci Sirokospektrych beta-laktamaz AmpA a
AmpC, predstavuje stale rostouci problém. Jejich detekce a spravné urCeni
bakterialni rezistence mohou byt obtizné a fada kmenu produkujicich uvedené
enzymy je faleSné interpretovana jako citlivé k Sirokospektrym beta-laktamovym
antibiotikim. Tato skuteCnost mize vést k selhani antibiotické 1&€&by.

V bézné mikrobiologické praxi jsou pouZzitelné predevSim fenotypové
metody. Jednim z moznych pfistupu je provedeni dilu¢ni mikrometody a na
zakladé vysledkd u jednotlivych antibiotik I1ze ur€it dalSi diagnosticky postup pro
identifikaci event. Sirokospektrych beta-laktaméz. Jako mozZzné se jevi
posouzeni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) cefoxitinu, cefotaximu,
ceftazidimu, cefepimu a stanoveni jejich poméru v pfipadé cefoperazonu a
kombinace cefoperazon/sulbaktam.

1. Pokud je MIC cefoxitinu menSi nez 32 mg/l a vySe uvedeny pomér vétsi
nez 2:1, je nutné predpokladat produkci AmpA enzym( a provést
modifikovany Double Disk Synergy Test. Modifikace spocCiva v zafazeni
disku s cefepimem a souCasném pouziti disku ceftazidimu s kys.
klavulanovou. Pozitivni vysledek |ze detekovat na zakladé klasického
tvaru rozsifeni inhibi¢ni zény mezi disky cefalosporint nebo aztreonamu
a diskem s kombinaci amoxicilin + Kkys. klavulanova a soucasné
porovnanim velikosti zon kolem disku ceftazidimu a ceftazidimu s kys.
klavulanovou.

2. Pokud je MIC cefoxitind 16 mg/l, MIC cefepimu < 4 mg/L a vySe
uvedeny pomér< 2:1, je nutné predpoklad at produkci AmpC enzym( a
provést diskovy test s disky cefotaximu, ceftazidimu a jejich kombinacemi
s kys. 3-aminofenylboritou, ktera je inhibitorem téchto enzyma.

VySe uvedené diagnostické postupy byly otestovany na souboru kmenl
Klebsiella pneumoniae izolovanych z klinického materialu pacientl Fakultni
nemocnice Olomouc. Na zakladé vysledk( Ize dokladovat, Ze navrzeny
diagnosticky postup detekuje AmpA-pozitivni a sou¢asné AmpC-pozitivni izolaty
uvedeného species.



3. Problematika bakterialni rezistence

ZvySovani bakterialni rezistence k antimikrobnim IéCivim je vyrazny
problém soucasného zdravotnictvi [1-6]. Alexander Fleming popsal v roce 1928
antibakterialni u€inek plisné rodu Penicillium na bakterii Staphylococcus aureus
a tim zahajil antibiotickou éru. Objev penicilinu a jeho uvedeni do praxe v roce
1942 predstavovaly dulezity zlom v mediciné, protoze do této doby byly
bakterialni infekce nejdllezitéjsi pfi€inou umrtnosti. Po penicilinu se postupné v
terapeutické praxi objevovaly dalSi antimikrobni pfipravky a dokonce se
uvazovalo o vymizeni bakterialnich onemocnéni jako zdravotnického problému.
Bohuzel se toto oCekavani nenaplnilo a naopak, v roce 1992 Dr. Herold Neu ve
svém ¢lanku v Science upozornil na alarmujici narust odolnosti bakterii k u€inku
antimikrobni 1éCby [7]. Byvaly generalni feditel SZO Hiroshi Nakajima v roce
1996 dokonce prohlasil ,Stojime na hranici globalni krize zpisobené infek¢nimi
chorobami. Optimistické ocekavani vychazejici ze 60. a 70. let, Ze infekce,
predevsim bakterialni, 1ze dostat pod kontrolu vedlo mezinarodni spolec¢enstvi
ke zhoubnému uspokojeni, které si nyni vybira dari ve formé miliona lidskych
Zivota*,

Je nutné zduaraznit, Ze na infekEni onemocnéni umira na celém svété
velky pocet lidi, pficemz podstatnou ¢ast tvofi bakterialni infekce. Bakterialni
infekce Ize zjednoduSené chapat jako ,nefyziologicky probihajici interakci mezi
bakterii a ¢lovékem®. DuleZitou soucasti jejich 1éCby je aplikace antibiotik.
Bohuzel v§ak antimikrobni léCiva byla po dlouhou dobu a fadou generaci Iékar
povazovana za bezpecCné léky a velmi Casto se uplathoval nazor ,Je lépe
antibiotikum vzdy podat, a to i pripadech kdy se pravdépodobné o bakterialni
infekci nejedna”“. Soucasné se aplikace antibiotik stala v fadé pfipadu i prvkem
alibismu a uplatioval se nazor, ze v podstaté neni vibec nutné a ani dllezité
zZjiStovat plvodce onemocnéni, protoze hlavné Sirokospektra antibiotika vse

vyresi.

Je ziejmé, ze k dllezitym schopnostem bakterii patfi zvySovani jejich
odolnosti k antimikrobnim pfipravkim a ztohoto dudvodu k velmi zavaznym

nezadoucim projevim antibiotik patfi vznik a Sifeni bakterialni rezistence, tedy



schopnosti bakterialni populace prezit u€inek antimikrobniho pfipravku. Hnaci
silou vyskytu a Sifeni bakterialni rezistence je selekéni tlak antibiotika.
Klasickym pfikladem je jeden z hlavnich lidskych bakterialnich patogenu
Staphyloccocus aureus, ktery byl pavodné citlivy na penicilin. Jiz v padesatych
letech v8ak vétSina kmenU tohoto species byla k tomuto antibiotiku rezistentni.
Medicinsky vyvoj pfinesl nové antibiotikum s ucinnosti na penicilin-rezistentni
kmeny S. aureus, a to methicillin (v nasSich podminkach oxacilin). Bohuzel, jeho
Siroké pouzivani vedlo k objeveni se kmenl s rezistenci na methicilin (tzv.
methicilin-rezistentni kmeny S. aureus — MRSA). Proto se v terapii infekci
vyvolanych témito kmeny zacaly pouzivat glykopeptidy, pfedevSim vankomycin.
| vjeho pfipadé nadmérna aplikace postupné pfispéla ke vzniku vankomycin-
rezistentnich enterokokl. Navic, gen koédujici rezistenci na vankomycin byl
pfenesen i na stafylokoky a od zacCatku tohoto tisicileti jsou popisovany

vankomycin-rezistentni kmeny S. aureus [8-9].

3.1 Definice bakterialni rezistence

Rezistenci bakterie k antimikrobnimu pfipravku lze definovat jako
schopnost bakterialni populace prezit ucinek inhibi¢ni koncentrace
prislusného antibiotika. Existuji dva zakladni typy:

e Prirozena (primarni) rezistence
pfirozena odolnost bakterialnich druhd, které jsou mimo
spektrum ac¢inku pfislusného antibiotika. Nejdulezitéjsi pFicinou je
nepritomnost cilové struktury.
e Ziskana (sekundarni) rezistence
zména z puvodné citlivé bakterie na rezistentni. Tento typ je
v souCasné dobé& zavaznym medicinskym problémem z ddvodu

moznosti selhani antibiotické 1€Cby.



3.2 Pri¢iny vzniku a Sifeni bakterialni rezistence

Vznik a S$ifeni bakterialni rezistence jsou zplUsobeny rychlou evoluci
bakterialniho genomu a selekénim tlakem antimikrobnich pfipravk( [10].
genotypu. Tyto zmény Ize definovat nasledujicimi body:

e modifikace genu na chromozomu, v tomto pfipadé se jedna o tzv.

chromozomalni rezistenci,

e prevzeti genetického materialu od rezistentnich bakterialnich bunék

rekombinacnimi procesy (tzv. extrachromozomalni rezistence).

3.3 Stanovovani rezistence bakterii k antimikrobnim
pripravkiim

Zjisténi citlivosti bakterialniho puvodce na antibiotika in vitro je dulezitym
predpokladem kauzalni antibiotické lécby. Dal§im, neméné dllezitym Uhlem
pohledu je nutnost surveillance bakterialni rezistence v jejim plném rozsahu.
V soucasné dobé je zfejmé, pfedevSim v pfipadé pacientl s Zivot-ohroZujicimi
bakterialnimi infekcemi, Zze antibioticka I1é€ba musi byt zahajena co nejdfive. V
kratkém cCasovém intervalu je vSak velmi problematické stanovit bakterialni
etiologické agens a jeho citlivost k antibiotikim. Pfi volbé adekvatni
antibioterapie vSak lze vychazet, mimo jiné, i z vysledk( pravidelného a

kontinualniho stanovovani citlivosti ¢i rezistence bakterii k antibiotiktim.

Metody pouzivané ke stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobnim

pFipravkim Ize klasifikovat jako difuzni a dilu¢ni.

3.3.1 Difuzni testy

Diftzni testy jsou pouze kvalitativni. Poskytuji informaci o citlivosti nebo
rezistenci bakterie k testovanému antibiotiku. Jejich principem je postupné
uvolfiovani antibiotika z vhodného zdroje do agarové pudy inokulované

vySetfovanym kmenem mikroba. V prabéhu inkubace difundujici antibiotikum



inhibuje ve svém okoli rust citlivych bakterii a dochazi tak k vytvoreni inhibiéni

zény. NejCastéji je pouzivana diskova difuzni metoda.

DalSi moZznosti je E-test, kdy zdrojem konkrétniho antibiotika je
plastikovy prouzek, obsahujici exponencialné rostouci koncentrace. Umoznuje
stanovit MIC. Prouzky obsahujici rdzna antibiotika jsou kladeny na
inokulovanou pudu. Po 16-18h inkubaci se v pfipadé citlivych bakterii vytvari
zbéna inhibice rlstu ve tvaru elipsy, ktera pretina prouzek s antibiotikem pravé

v misté udavajicim hodnotu MIC.

3.3.2 Diluéni testy

Pfi testovani citlivosti €i rezistence bakterie je vhodnéjSi stanovit hodnotu
minimalni inhibiéni koncentrace (MIC), ktera ukazuje i miru citlivosti bakterie ke
konkrétnimu antibiotiku. Toto kvantitativni posouzeni umoziiuje vybér
nejvhodnéjsiho Iéku a usnadriuje volbu optimalniho davkovani.

Principem diluénich testld je pouziti odstupfiovanych koncentraci
antibiotika (fedénych geometrickou fadou) v tekutych nebo tuhych pudach.
Pady vSech koncentraci jsou inokulovany standardnim mnozstvim Cisté kultury
testovaného kmene. Po inkubaci se zjiStuje, pfi kterém nejmenSim mnozstvi
antibiotika (v mg na 1 | pudy) doSlo k zastavé viditelného rastu bakterialni
populace.

Diluéni testy Ize provadét jak v prostiedi tekutém (test zkumavkovy,
dilucni mikrometoda), tak tuhém (test agarovy). Kontrola kvality pouzitych
antimikrobnich pfipravku, resp. jejich koncentraci, se realizuje pomoci
referenénich kmenl se znamym rozmezim hodnot MIC pro jednotliva
antibiotika. Sou€asné se oveéruji rustové schopnosti vySetfovaného kmene na

pudé bez antibiotika.

Diluéni mikrometoda je v souCasné dobé nejpouzivanéjSim diluénim
testem. Provadi se v jamkach mikrotitracni destiCky, ktera obsahuje presné
definované koncentrace antibiotik v 100 pl bujonu. Po nao¢kovani celé desticky
(12x8 jamek) vysSetfovanym kmenem a inkubaci se odecita MIC. Obvykle se

stanovuje MIC 12 antibiotik pro jeden bakterialni kmen za pouZziti 8 koncentraci.
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Pfi hodnoceni se porovna rast testované bakterie v kontrolni jamce bez
antibiotika (zakal nebo sediment) srlstem v jamkach s antibiotiky. Kmeny
s MIC shodnou nebo nizsi nez je mezinarodné stanovena hrani¢ni koncentrace
(breakpoint), se oznaci jako citlivé k hodnocenému antibiotiku. Rezistentni

kmeny vykazuji MIC vy8Si nez je hrani¢ni koncentrace. Vysledek dilu€ni

mikrometody je znazornén na obrazku 1.

Obrazek 1: Vysledek diluéni mikrometody

Legenda:

Kazdy sloupec obsahuje jedno antibiotikum v 8 rdznych koncentracich
(Fedénych geometrickou Fadou) od minimalni (spodni &ast destiCky) po
maximalni (vrchni ¢ast desticky).

Prvni jamka (odspodu) bez ristu uréuje MIC pfisluSného antibiotika.
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4. Bakterialni beta-laktamazy a jejich detekce

vvvvvv

beta-laktamovym antibiotikiim patfi v souCasné dobé& produkce enzymu
inaktivujicich uc€inek téchto antimikrobnich IéCiv [11]. Bézné se pouziva nazev
beta-laktamazy [12].

Nejedna se pouze o teoretickou mikrobiologickou zéaleZzitost, ale o problém
tykajici se celé mediciny. Dopad zvySujici se Cetnosti multirezistentnich
gramnegativnich  bakterii s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz lze
spatfovat predevSim v prodlouzené dobé hospitalizace pacientd s infekcemi
vyvolanymi témito bakterialnimi kmeny, zvySovani ekonomickych nakladu a
v neposledni fadé ve zvySené mortalité podminéné selhanim antibiotické l1éCby
[13].

4.1 Klasifikace beta-laktamaz

Bakterialni beta-laktamazy mohou byt klasifikovany podle raznych kritérii,
napf. hydrolytického spektra, citlivosti k inhibitorim beta-laktaméaz nebo podle
toho, zda jsou kdédovany chromozomem nebo plasmidem. K nejuzivanéjSim
patfi klasifikace Bushové-Jacoby-Medeirose, ktera zafazuje tyto enzymy podle
preferovaného substratu a podle jejich citlivosti k inhibitordm, a ¢lenéni beta-
laktamaz podle Amblera vychéazejici ze sekvenci aminokyselin [14,15].
Klasifikace Bushové-Jacoby-Medeirose popisuje 4 skupiny:

Skupina 1:  Obsahuje beta-laktamazy, které nejsou inhibovany kys.
klavulanovou. VétSinou jsou kédovany chromozomalné.
Nékteré z nich odpovidaji beta-laktamazam tfidy C podle
Amblera. Hlavnimi producenty téchto enzymud jsou
enterobakterie a kmeny Pseudomonas aeruginosa.

Skupina 2:  Je nejvétsi, obsahuje enzymy kdédované plasmidy, které
jsou obvykle dobfe inhibovatelné kys. klavulanovou a jsou

dale ¢lenény do podskupin podle preferovaného substratu.
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Skupina 3:

Skupina 4:

Do této skupiny Ize zaradit i Sirokospektré beta-laktamazy
ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamases).

Obsahuje metalo-beta-laktamazy (molekularni tfida B),
které hydrolyzuji Siroké spektrum substrat(, vcéetné
karbapenemu, s vyjimkou aztreonamu.

Zahrnuje malo Cetné enzymy, které jsou produkovany
nékterymi kmeny Burkholderia cepacia.

Amblerova klasifikace rovnéz definuje 4 skupiny, resp. tfidy:

Tfida A:

Tfida B:

Trida C:

Tfida D:

VétSinou jsou kodovany plasmidy. NejCastéjSimi beta-
laktamazami tfidy A u cCeledi Enterobacteriaceae jsou
enzymy TEM-1,2 a SHV-1. Mutaci téchto puvodnich
enzymuU doSlo ke vzniku a rozSifeni Sirokospektrych beta-
laktamaz AmpA (ESBL), zahrnujicich pfedevSim enzymy
typu TEM, SHV a CTX-M.

Molekularni beta-laktamazova tfida B je charakteristicka
svou ucinnosti na karbapenemy.

Do této tfidy patfi chromozomalni beta-laktamazy typu
AmpC, které mohou mit inducibilni nebo konstitutivni
charakter. Jejich produkce je popisovana napfiklad u
kmenl( Enterobacter sp., Citrobacter sp., Morganella
morganii a Pseudomonas aeruginosa. Rezistence obvykle
neni reverzibilni  GCinkem inhibitord  beta-laktaméz.
V souCasné dobé jsou, predevSim u kmenl Klebsiella
pneumoniae a Escherichia coli, popisovany beta-laktamazy
typu AmpC kodované plasmidy (tzv. transferabilni AmpC
beta-laktamazy).

Do tfidy D jsou zafazovany OXA enzymy, produkované

kmeny Aeromonas sp. a hefermentujicich bakterii.
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4.2 Detekce AmpA beta-laktaméaz (ESBL)

Vychozi screening na zakladé stanoveni minimalnich inhibicnich
koncentraci (MIC) vybranych antimikrobnich pFipravkll nebo diskové difuzni

metody je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Vychozi screening produkce ESBL

Diluéni mikrometoda: alespori jeden z nasledujicich vysledku - MIC ceftazidimu,

cefotaximu, cefoperaronu = 2 mg/I

MIC cefoxitinu < 16 mg/I

Pomér MIC cefoperazonu a kombinace cefoperazon/sulbaktam > 2:1

Testovany kmen je citlivy alespon na jeden z cefalosporint Ill. generace (jedna

se o vylouceni falesné citlivosti)

V pfipadé pozitivniho ,screeningu” je nutné provést modifikovany Double
Disk Synergy Test (DDST), ktery je uveden na schématu 1 [16]. Tento test
predstavuje modifikaci klasického DDST podle Jarliera [17]. Vysledek je
hodnocen na zakladé event. pritomnosti klasického tvaru rozsifeni inhibini
zény mezi disky cefalosporini nebo aztreonamu a diskem s kombinaci
amoxicilin+kys. klavulanova a sou€asné porovnanim velikosti zén kolem disku
ceftazidimu a ceftazidimu sKkys. klavulanovou (za pozitivni vysledek je
povazovano rozsifeni zény inhibice rlstu kolem disku obsahujiciho ceftazidim
s kys. klavulanovou o vice neZ 5 mm v porovnani se zonou kolem samotného
ceftazidimu). Pozitivni prikaz produkce ESBL je zvySen v pfipadé, Ze
vzdalenost diskll cefepimu a amoxicilinu s kys. klavulanovou je 20 mm.
Uvedena modifikace muze prispét k omezeni faleSné negativnich vysledku.

Praktické provedeni navrzeného testu je znazornéno na obrazku 2.
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Schéma 1: Modifikovany DDST k detekci ESBL

O aztreonam

25-30 mm ‘
amoxicilin
cefotaxim +kys. klavulanova cefepim
O 25-30 mm Q 20 mm O

ceftazidim
+kys. klavulanova

O——0

ceftazidim

25-30 mm

Obrazek 2: Praktické provedeni modifikovaného DDST testu s pozitivnim
vysledkem u kmene Klebsiella pneumoniae

Legenda:
Umisténi disk( podle schématu 1.

15



4.3 Detekce AmpC beta-laktamaz

V pfipadé chromozomalnich AmpC beta-laktamaz muize byt jejich
produkce konstitutivni (tzv. derepresované mutanty) nebo inducibilni [18].
Problém predstavuje pfedevsim inducibilni produkce, kterou nelze béznymi
metodami detekovat. Tato produkce nemusi nutné znamenat neuspéch lécby
cefalosporiny lll. generace u konkrétniho pacienta. Jejich vyznam a nebezpeci
spocivaji v moznosti mutace vyvolavajici konstitutivni nadprodukci téchto
enzymu, ktera je pak ireverzibilni a stala a sou¢asné podminuje selhani lécby
cefalosporiny [19]. Schéma 2 znazorfiuje mozné provedeni diskového testu na
prikaz inducibilni produkce AmpC enzymu. Test pfedstavuje modifikaci podle
doporu€eni Dunneho a Hardina [20]. Test je zaloZzen na indukci AmpC beta-
laktamazy silnym induktorem a typickym ,useknutim” (zizenim o vice jak 2 mm)
inhibicni zény cefalosporinu Ill. generace na strané pfivracené k disku
s induktorem (Obr. 3). V rutinni mikrobiologické praxi nelze vSechny izolované
enterobakterie takto testovat, je vSak mozné provadét tento jednoduchy test u
vybranych izolatd.

Podezfeni Ize wvyslovit i na zakladé souCasného pouziti disku
cefalosporinu Ill. nebo IV. generace a jeho kombinace s kys. klavulanovou za

predpokladu, ze zéna kolem disku obsahujiciho kombinaci je mensi.
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Schéma 2: Diskovy test na priikaz inducibilni produkce AmpC

imipenem ceftazidim

imipenem piperacilin+tazobactam

Obrazek 3: Pozitivni vysledek testu na prukaz inducibilni produkce AmpC u

kmene Enterobacter aerogenes

Legenda:
Umisténi diskd podle schématu 2.
Prvni dvojice diskll (nahofe) vykazuje faleSné negativni vysledek
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Vedle ESBL (AmpA podle Amblera) a chromozomalnich AmpC nabyvaji
na vyznamu AmpC enzymy kédované plasmidy, tzv. transferabilni AmpC beta-
laktamazy [21]. Bakterie produkujici tento typ enzymu byly poprvé popsany na
konci 80. let minulého stoleti [21,22]. Jedna se o derivaty chromozomalnich
AmpC enzymlO a vsouCasné dobé jsou popisovany pfedevSim u kmenl
Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli [18]. Ac¢koliv jsou znamy témér 20 let,
jejich klinicky vyznam a moznosti detekce v rutinni mikrobiologické praxi stale
unikaji vétsi pozornosti. Je v§ak nutné zduraznit, Zze jejich produkci Ize spojovat
s faleSné citlivymi vysledky pfi provadéni béznych testd stanoveni rezistence a

moznym selhanim |éCby vedoucim az ke smrti pacientu [23].

Pro detekci transferabilnich AmpC beta-laktamaz lze pouzit modifikovany
diskovy test s disky cefotaximu, ceftazidimu a jejich kombinaci s kys. 3-
aminofenylboritou, ktera je inhibitorem AmpC beta-laktamaz (Schéma 3) [24].
PFi pouziti standardnich antibiotickych diski obsahujicich 400 ug této kyseliny
|ze detekovat produkci uvedenych enzym( na zakladé rozSifeni inhibi¢ni zény o
vice jak 5 mm pfi porovnani s disky bez kys. 3-aminofenylborité. Prakticka
realizace tohoto testu je znazornéna na obrazku 4.

Vychozi screening na zakladé stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci vybranych antimikrobnich pfipravkld nebo diskové difuzni metody je

uveden v tabulce 2.
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Schéma 3: Diskova metoda k prikazu AmpC beta-laktamaz za pouZiti kys. 3-
aminofenylborité

cefotaxim
+kys. 3-aminofenylborita

O

cefotaxim

O

ceftazidim
+kys. 3-aminofenylborita

O

ceftazidim

O
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Obrazek 4: Pozitivni vysledek diskové metody za pouziti kys. 3-
aminofenylborité (prtkaz AmpC beta-laktamazy u kmene

Klebsiella pneumoniae)

Legenda:
Disky cefotaximu a ceftazidimu s kys. 3-aminofenylboritou jsou umistény
vpravo, zona inhibice kolem téchto disku je vétSi o vice jak 5 mm (pozitivni

vysledek)
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Tabulka 2: Vychozi screening® produkce AmpC enzymu

cefotaximu, cefoperazonu = 2 mg/I

Vysledek MIC cefepimu: <4 mg/l

Vysledek MIC cefoxitinu: = 16 mg/I

se o vylouceni falesné citlivosti)

Diluéni mikrometoda: alespon jeden z nasledujicich vysledku: MIC ceftazidimu,

Pomér MIC cefoperazonu a kombinace cefoperazon/sulbaktam < 2:1

Testovany kmen je citlivy alespon na jeden z cefalosporint Ill. generace (jedna

kmeny Enterobacter sp., Citrobacter sp.,
Morganella morganii, Providencia sp.

modifikovany diskovy test pro prikaz
chromozomalnich inducibilnich
beta-laktamaz AmpC

N

kmeny Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Proteus mirabilis, Salmonella
sp., Escherichia coli

test s kys. 3-aminofenylboritou

Pouze u vybranych kmen( “ l
pozitivni -
il \ produkce

pozitivni - negativni -

inducibilni produkce

beta-laktamaz
chromozomalné
kédovanych

vySetfovany kmen je citlivy
AmpC a neni riziko selhani IéCby
Sirokospektrymi
cefalosporiny

transferabilnich
plasmidové kédovanych
AmpC beta-laktamaz
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5. Experimentalni ¢ast

Cilem experimentalni Casti bakalafské prace bylo ovéfeni moznosti
detekovat bakterialni kmeny s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz AmpA a

AmpC v bézné mikrobiologickeé praxi.

5.1 Metodika

V obdobi 1.11.-31.12.2007 bylo zklinického materiadlu (tracheélni
endosekret, sputum, krev, moc&, punktat, sekret zrany) pacientd
hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici Olomouc izolovano 100 kmenu
Klebsiella pneumoniae. Sbér izolatl byl konsekutivni a byly vylou€eny duplikaty.
K identifikaci byly pouzity standardni mikrobiologické postupy za pomoci
Enterotestul6 (Pliva-Lachema) a automatizovany systém Vitek2.

Citlivost  k antibiotikam (ampicilin/sulbaktamu, piperacilin/tazobaktamu,
cefoxitinu, cefoperazonu, cefotaximu, ceftazidimu, cefoperazon/sulbaktamu,
meropenemu) byla stanovena standardni dilu¢ni mikrometodou [25-26]. PFi
pripravé inokula bylo 3 az 5 kolonii testované bakterie z Cerstvé kultury na
Endové pudé (Trios, s.r.0.) pfeneseno klickou do 1 ml Mueller Hinton (MH)
bujénu (HIMEDIA) tak, aby bylo dosaZeno koncentrace 1,5-3 x 10® bunék/ml
(0,5-1 podle McFarlandova zakalového standardu). Koncentrace inokula byla
dale upravena pfidanim 10 ml fyziologického roztoku. Inokulum bylo nalito do
Petriho misky, ze které byly naoCkovany pomoci aplikatoru s jehlami vSechny
jamky v mikrodestiCce s antibiotiky (Trios, s.r.0.). NaoCkované mikrodestiCky
byly umistény do inkubatoru (36-37 °C) na dobu 16-18 h. Po inkubaci se
porovnal rast testované bakterie v kontrolni jamce bez antibiotika (zakal nebo
koncentrace konkrétniho antibiotika, ktera zfetelné inhibovala rust (MIC).
Kmeny s MIC shodnou nebo nizsi nez je hrani¢ni koncentrace (breakpoint) byly
oznaceny jako citlivé k hodnocenému antibiotiku. Rezistentni kmeny vykazovaly

MIC vysS8i nez je hraniCni koncentrace.

22



Podminkou pro zafazeni do souboru byla hodnota #I€ mg/ pro

alespon jeden z testovanych cefalosporint Ill. generace.

U v8ech kmenl s minimalni inhibi¢ni koncentraci alespori jednoho z
testovanych cefalosporint Ill. generace (cefotaximu, ceftazidimu nebo
cefoperazonu) vysSi jak 1 mg/l byl proveden modifikovany DDST ke stanoveni
produkce ESBL nebo AmpC diskovy test k prikazu AmpC enzymU podle vyse

definovanych postupu.

Pfiprava inokula pro modifikovany DDST a AmpC diskovy test byla
shodna s postupem pfi standardni diluéni mikrometodé. Takto pfipravené
inokulum bylo pfelito na MH agar (Trios, s.r.0.) s pH 7,2-7,4. Do 15 minut byly
na MH agar umistény pfislusné antibiotické disky (BioRad) podle schématu 1 a
3. Vyhodnoceni bylo provedeno porovnanim inhibi€nich zén tak, jak je

znazornéno na obrazcich 2 a 4.

5.2 Vysledky

U 37 kmenu byl prokazan antibiogram s MIC nékterého z testovanych
cefalosporint Ill. generace (cefotaximu, ceftazidimu nebo cefoperazonu) vyssi
jak 1 mg/l. Na zakladé modifikovaného DDST byla stanovena produkce ESBL u
16 kmenu (16 %). Hodnoty MIC vybranych antimikrobnich pfipravkd jsou
uvedeny v tabulce 3. Z vysledkul je zfejmé, Zze u 13 kmenu se MIC cefoxitinu se
pohybovala v rozmezi 1-8 mg/l, u dvou kmenl dosahla tato hodnota 16 mg/l a
pouze u jednoho kmene byla zaznamenana MIC 32 mg/l. U 13 kmenu byla
prokazana alespon 8-nasobna redukce MIC cefoperazonu, pokud byl

kombinovan se sulbaktamem. U 3 kmenu byl tento pomér 4:1.
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Tabulka 3:

Klebsiella pneumoniae

Antimikrobni pripravek/hodnota MIC

Cislo kmene | AMS |PPT|CXT|CPR|CTX|CTz|CPS|MER
1 8 4 4 8 2 16 1 0,5
2 4 4 2 8 2 16 1 0,5
3 16 (128 | 2 16 4 16 | 4 | 05
4 32 [256| 8 64 4 4 8 0,5
5 16 | 32 | 32 | 16 8 8 2 1
6 4 16 4 8 1 2 1 0,5
7 8 |256| 1 32 | 16 | 4 4 |05
8 16 8 4 8 4 16 1 0,5
9 32 [256| 8 64 2 16 | 8 0,5
10 32 |256| 4 32 4 16 | 4 | 05
11 8 8 2 4 1 16 | 0,5 0,5
12 16 | 128 | 4 4 1 1 1 0,5
13 32 |256| 4 16 2 16 | 2 0,5
14 32 | 32 | 16 | 16 8 8 2 1
15 16 16 4 32 4 4 2 0,5
16 8 64 | 16 | 16 8 4 4 1

Legenda:

Hodnoty MIC testovanych antibiotik u AmpA-pozitivnich kmen

AMS - ampicilin/sulbaktam, PPT — piperacilin/tazobactam, CXT — cefoxitin,

CPR - cefoperazon,

CTX

cefoperazon/sulbaktam, MER — meropenem

cefotaxim, CTZ

ceftazidim, CPS

Vysledky stanoveni pro 7 kmenu s pozitivnim AmpC testem jsou

uvedeny v tabulce 4. Z vysledkl je zfejmé, ze tyto izolaty mély MIC cefoxitinu

minimalné 32 mg/l

a pfitomnost sulbaktamu nevedla ke snizeni

u kombinace s cefoperazonem.

MIC
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Tabulka 4: Hodnoty MIC testovanych antibiotik u AmpC-pozitivnich kmenu

Klebsiella pneumoniae

Antimikrobni pripravek/hodnota MIC

Cislo kmene | AMS |PPT|CXT|CPR|CTX|CTZ|CPS|MER
1 32 | 64|32 |05 2 8 05| 05
2 32 | 64 | 64 | 2 2 |16 | 2 1
3 16 |128| 32 | 2 1 8 2 105
4 32 | 256 | 32 1 1 16| 1 1
5 16 |64 |32 | 05|05| 8 |[05] 1
6 32 12864 | 2 |05 4 2 105
7 16 |[266| 32| 2 |05 ] 16 | 2 1

Legenda:

AMS - ampicilin/sulbaktam, PPT — piperacilin/tazobactam, CXT — cefoxitin,
CPR - cefoperazon, CTX - cefotaxim, CTZ - -ceftazidim, CPS -
cefoperazon/sulbaktam, MER — meropenem

Z uvedenych udaju vyplyva, Zze ze 100 izolatd Klebsiella pneumoniae
zafazenych do souboru, byla u 37 kmenu prokazana MIC rozmezi 2 - 8 mg/l pro
alesponi jeden z testovanych cefalosporina Ill. generace. Produkce ESBL byla
potvrzena u 16 kmenu a pfitomnost transferabilnich AmpC enzymu u 7 kmendu.
Tento vysledek znamena, ze u 62 % kmenl s MIC v rozmezi 2 — 8 mg/l alespori
u jednoho ztestovanych cefalosporint Ill. generace se jednalo o faleSnou
citlivost a kmen ve skute€nosti produkoval AmpA nebo AmpC Sirokospektrou

beta-laktamazu. Pfehledné jsou vysledky uvedeny v grafech 1 a 2.

Vysledky dale prokazaly 100% citlivost kmend K. pneumoniae
produkujicich Sirokospektré beta-laktamazy k meropenemu. Je tedy zifejmé, ze
karbapenemy patfi kIékim volby v pfipadé infekci vyvolanych uvedenymi

kmeny.

25



Graf 1: Prevalence kmena Klebsiella ~ pneumoniae s produkci

Sirokospektrych beta-laktamaz ve Fakultni nemocnici Olomouc

16%

O Citlivé izolaty s MIC cef.lll.gen. <2 mg/| Bizolaty s produkci AmpA
Olzolaty s produkci AmpC OCitlivé izolaty s MIC cef.lll.gen. > 1 mg/l

Graf 2: Interpetace vysledkl testovani citlivosti izolovanych kmenl
Klebsiella pneumoniae

14%

23%

O Citlivé izolaty s MIC cef.lll.gen. <2 mgl/l
H Faledné citlivé izolaty s MIC cef.lll.gen. > 1 mgll
ORealné citlivé izolaty s MIC cef.lll.gen. > 1 mg/l
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6. Diskuze

Vznik a Sifeni bakterialni rezistence k antimikrobnim pfipravkim patfi

Vv s

viv s

1. negativni uloha téchto bakterii u infekci,
2. selhani antibiotické 1éCby a s tim souvisejici vy$Si morbidita a mortalita,
3. zvysujici se finan¢ni naklady na antibiotickou |éCbu, ktera je vyvolana

nutnosti pouzivat u€innéjsi a Casto i drazsi pfipravky.

V odborné literatufe je kdispozici fada studii dokladujicich uvedené
skuteCnosti. Napfiklad Giamarellos-Bourboulis et al. ve své praci uvadéji, ze
infekce zpUsobené multirezistentnimi bakteriemi maji vy$si mortalitu a kratSi
prezivani v porovnani s infekcemi vyvolanymi citlivymi bakteriemi. V pfipadé
infekci zplsobenych citlivymi kmeny Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas
aeruginosa dokumentuji nulovou mortalitu, u infekci zpusobenych

multirezistentnimi kmeny uvedenych species popisuji 22% mortalitu [28].

K dulezitym antimikrobnim [é€iviim, uzivanym v |éCbé bakterialnich infekci,
patfi skupina beta-laktamovych antibiotik zahrnujici pfedevSim peniciliny a
cefalosporiny. NejdllezitéjSi biochemicky mechanismus rezistence, vyvinuty
bakteriemi k inhibici jejich u€inku, pfedstavuji v sou€asné dobé beta-laktamazy,
jejichz produkce je pfiCinou rezistence zhruba v 80 % [10]. K nejvice
problematickym patfi tzv. Sirokospektré beta-laktamazy, schopné blokovat
ucinek penicilind a cefalosporini s Sirokym spektrem U¢inku. V odborné
literatufe je popisovano velké mnozstvi beta-laktamaz a jejich pocet se neustale
zvySuje. Ke klinicky vyznamnym patfi pfedevSim Sirokospektré beta-laktaméazy
AmpA (ESBL) a AmpC.

Detekce Sirokospektrych beta-laktamaz a spravné urleni bakterialni
rezistence mohou byt obtizné. Livermore a Yuan odhaduji, Ze az 35 % ESBL-

pozitivnich kmenu je fale$né interpretovano jako citlivé k Sirokospektrym beta-
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laktamovym antibiotikim [29]. Rovnéz bakterialni kmeny s produkci AmpC
enzymu mohou vykazovat faleSnou citlivost a nasledkem muze byt neadekvatni
antibioticka lécba, vedouci az ke smrti pacienta. Je tedy ziejmé, Ze se nejedna
pouze o teoretickou mikrobiologickou zaleZitost, ale o problém tykajici se celé

mediciny.

Spravna detekce Sirokospektrych beta-laktamaz je dulezitym uUkolem
mikrobiologickych laboratofi. Je nutné zduraznit, Ze klasické metody stanoveni
rezistence (diskova difuzni metoda, dilu¢ni mikrometoda) mohou v pfipadé
bakterii s produkci uvedenych enzymu selhat a vysledkem je faledna citlivost.
V rutinnim mikrobiologickém provozu neni mozné pouzivat metody zaloZzené na
prikazu kédujicich genu a jako vhodnéjSi se jevi metody fenotypové. K témto

metodam patfi modifikovany DDST a AmpC disk test.

Z vysledku experimentalni ¢asti prfedlozené bakalafské prace vyplyva, Ze u
37 % testovanych kmen( Klebsiella pneumoniae byla prokazana MIC v rozmezi
2 - 8 mg/l alespon pro jeden ztestovanych cefalosporini Ill. generace.
Produkce AmpA enzym( (ESBL) byla potvrzena u 16 kmenl a pfitomnost
transferabilnich AmpC enzymu u 7 kmenu. Tento vysledek znamena, ze u 62 %
izolatu se jednalo o faleSnou citlivost a kmen ve skute€nosti produkoval AmpA
nebo AmpC Sirokospektrou beta-laktamazu. Produkce AmpA a AmpC enzymu
byla verifikovana genetickym prikazem pfislusnych genu (zatim nepublikované
Udaje ziskané v ramci feSeni grantovych projektt na Ustavu mikrobiologie LF
UP v Olomouci a poskytnuté prof. MUDr. M. Kolafem, Ph.D) a Ize tedy dolozit
vysokou specifitu pouzitych metodik, v€etné kritérii vybéru adekvatniho testu
zaloZenych na vysledcich dilu¢ni mikrometody. Je tedy ziejmé, Ze na zakladé
stanoveni MIC definovanych antimikrobnich pfipravka (ampicilin/sulbaktamu,
cefoxitinu, cefoperazonu, cefotaximu, ceftazidimu a cefoperazon/sulbaktamu)
Ize pfedpokladat moznou produkci Sirokospektrych beta-laktamaz AmpA nebo
AmpC a jejich pfitomnost nasledné prokazat jednoduchym fenotypovym testem.
V pripadé pozitivnino vysledku je pak nutné upravit vysledek ,citlivy® na
Jrezistentni® u pfislusnych antibiotik v souladu surCenym typem beta-

laktamazy.
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7. Zaver

VC€asna detekce Sirokospektrych beta-laktaméz a jejich spravna klinicka
interpretace jsou dulezitymi ukoly mikrobiologickych laboratofi, jejichz role je
v tomto pfipadé zcela nezastupitelna. Je vhodné opétovné zdlraznit, Ze |éCba
Sirokospektrymi peniciliny a cefalosporiny mize v pfipadé infekci, vyvolanych
bakteriemi s produkci téchto enzymu, selhat a nasledkem mulze byt i smrt
pacienta. Z tohoto pohledu ma postup sméfujici k ziskani adekvatnich informaci
o event. produkci beta-laktamaz a jejich typu dllezité misto v mikrobiologickém
vySetfeni. DalSim uhlem pohledu je prevence Sifeni rezistence. Na zakladé
informaci o vyskytu bakterialnich kmen0 produkujicich Sirokospektré beta-
laktamazy je mozné doporucit prakticka opatfeni v ramci racionalni aplikace
antimikrobnich pfipravk( a antibiotické politiky. Véasné snizeni selekéniho tlaku
pFisluSnych antibiotik, spolu s hygienicko-rezimovymi opatfenimi na pfisluSnych
oddélenich, mohou pfispét k omezeni Sifeni tohoto typu bakterialni rezistence.

Vysledky prokazuji pouzitelnost navrzeného pfistupu k detekci produkce
Sirokospektrych beta-laktamaz AmpA a AmpC enzymd. Je nutné poukazat na
moznost faleSné citlivosti k cefalosporinim, ktera v pfedlozeném souboru
dosahla 62 %. Stimto zjisténim souvisi nutnost minimalné fenotypového
potvrzeni, Ze testovany kmen v pfipadé MIC cefalosporinl Ill. generace vysSi
jak 1 mg/l neprodukuje Sirokospektrou beta-laktamazu a v pozitivnim pfipadé

pak opravit vysledek citlivy na rezistentni.
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