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Souhrn

Lukas Gold

Rezistence bakterii rodu Pseudomonas k antibiotikiim

Bakalarskd prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicka bioanalytika; Zdravotni laborant

Tato reSerSni prace vznikla za dcelem zdkladniho shrnuti, poznatkli o rezistenci
bakterii rodu Pseudomonas k antibiotikim. Spojeni mezi rezistencemi a jejich
diagnostikou za vyuZiti nové vyuZzivanych technik, pfedev§im hmotnostni spektrometrie
MALDI - TOF.

Pro uvedeni do problematiky tohoto Siroce obsdhlého tématu jsme do prace zaradili
kapitoly o obecnych vlastnostech pseudomondd. To proto, aby byly objasnény
mechanismy vzniku rezistence k antibiotikim. Cést reSerSe patii také laboratorni
diagnostice s vyuZzitim klasickych fenotypovych metod a nové vyuZivanych technik hlavné
hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF. Césti prace jsou kapitoly o infekcich
zpusobenymi rodem Pseudomonas a jejich doporucené terapii. Postaveni rodu
Pseudomonas jako jednoho z nozokomidlnich patogent je zminéna obecnéji.

Tato price tedy obsahuje obecné poznatky o pseudomonadéch, na které navazuje
vysvétleni problematiky o rezistencich k antibiotikim — pfedev§im o mechanismech

rezistenci a produkci karbapenemadz, kterou lze detekovat diky technice MALDI — TOF.

Kli¢ové slova: PSEUDOMONADY, REZISTENCE K ANTIBIOTIKUM,
KARBAPENEMAZY



Abstract

Lukas Gold

The resistance of Pseudomonas bacteria species to antibiotics
Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Medical laboratory technician

This work was focused on summarising the basic knowledge on the resistance of
Pseudomonas bacteria species to antibiotics, and the connection between their resistance
and their diagnostics using new techniques, especially the mass spectrometry MALDI —
TOF.

As an introduction to this very extensive topic, we included a chapter on the general
characteristics of Pseudomonas, in order to clarify the mechanisms by which resistance to
antibiotics arise. Part of this review also includes laboratory diagnosis using conventional
phenotypic methods as well as new techniques, mainly using the mass spectrometry
MALDI — TOF. A small and yet considerably significant section of the work includes
chapters on the infections caused by the Pseudomonas species and their recommended
therapies. The position of the Pseudomonas species as one of the nosocomial pathogens is
generally made mention of in this work.

This review therefore, contains general information on Pseudomonas species that
are related to their resistance to antibiotics, and mainly pertaining to their mechanisms of
resistance and production of carbapenemases, which can be detected by MALDI — TOF

techniques.

Keywords: PSEUDOMONAS, ANTIBIOTIC RESISTANCE, CARBAPENEMASES



1. SEZNAM ZKRATEK

ARO Anesteriologicko resuscita¢ni oddéleni
BAL Bronchoalveolarni lavdz

Bp Péry bazi

DNA Deoxyribonukleova kyselina
EDTA Etylendianintetraoctova kyselina
HISU Hajny, Indol, Simons, Urea

JIP Jednotka intenzivni péce
MALDI Matrix-assisted-desorption-ionization
MBL Metalo-B-laktaméza

MHT Modifikovany Hodge test

MIC Minimélni inhibi¢ni koncentrace
MS Hmotnostni spektrometrie

MW Relativni molekulovd hmotnost
Na* Kation sodny

Opr Porin

PBP Penicilin vazajici protein

PCR Polymeréazova fetézova reakce
PE Polyethylen

PMK Permanentni mocovy katétr
PSAE Pseudomonas aeruginosa

SOP Standardni operacni postup

TOF Time-off-flight (Cas letu)



2.UVOD

Bakterie rodu Pseudomonas jsou kultivacné a rastové nenarocné mikroorganismy,
které kolonizuji pfirodni i uméld prostiedi. Fyziologicky kolonizuji rizné ¢asti lidského
téla. Infekce vyvoldvaji pfedev§im u imunokompromitovanych pacientl. A jsou pfi€inou
nozokomidlnich infekci, diky schopnosti pfilnout k riznym materidlim — katétry, cévky
apod. Barvici technikou dle Grama a mikroskopii se fadi mezi Gram negativni tyc¢inky.
Diky své neschopnosti Stépit cukry jsou také nazyvany jako Gram negativni nefermentujici
ty¢inky. Ve vztahu ke kysliku jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie. Hlavnim
zastupcem toho rodu je Pseudomonas aeruginosa. Jsou to bakterie, které vykazuji
pozoruhodné schopnosti odoldvat antibiotiklim a to diky riznym mechanismiim. Velmi
znepokojivy je fakt, Ze tyto mechanismy Casto byvaji pfitomny soucasné, ¢imz vznikaji
multirezistentni kmeny, které pifedstavuji vysoké riziko u imunokompromitovanych
pacientd. Infekce vyvoldvané pseudomonddami u téchto pacientii byvaji ¢asto spojovany
s vysokou mortalitou. Pro klinickou praxi je velmi duleZité stanoveni citlivosti
pseudomondd k antibiotiktim. Podstatou vlastni terapie je empirickd 1écba, kterd obvykle
zahrnuje 1écbu kombinovanou. Pfi téZkych infekcich je velmi dileZitd spoluprice

oSettujiciho 1ékate a mikrobiologa, pro zahdjeni v€asné terapie.

10



3. ZADANI - CIL PRACE

Cilem této literarni reSerSe je obecna charakteristika rodu Pseudomonas. Objasnéni
mechanismu rezistence a genetickd vybava. Stanoven{ citlivosti k antibiotikiim. DtleZitou
¢asti je produkce karbapenemadz a jejich stanoveni. Zjisténi vyskytu rezistenci za vybrané
obdobi. Zavérem by mélo byt vyhodnoceni vysledki, jejich interpretace a diskuze

s vyuzitim teoretickych a praktickych znalosti dané problematiky.

Obecnd charakteristika rodu Pseudomonas.

Mechanizmy rezistence - genetickd vybava, plazmidy, transpozémy.
Stanovent citlivosti k antibiotikiim.

Produkce karbapenemdz a metody stanoveni.

Diskuze s vyuZzitim teoretickych a praktickych znalosti dané problematiky.

11



4. OBECNE VLASTNOSTI RODU PSEUDOMONAS

Bakterie rodu Pseudomonas jsou kosmopolitni Gram negativni tyC€inky, izolované
z pudy, vody, rostlin a Zivocichii véetn¢ Clovéka. Jsou béZnymi lidskymi saprofyty. U

zdravych jedincii zptisobuji onemocnéni velmi ziidka. NejzndméjSim zdstupcem tohoto

rodu je Pseudomonas aeruginosa (PSAE).

4. 1 Morfologie pseudomonad

Bunécénd sténa Gram negativnich bakterii je tenkd (cca 10 nm), nema vysokou
Buné¢nou sténu tvoii tenkd vrstva peptidoglykanu. Nad touto vrstvou je membrana, ktera
je tvofena dvojvrstvou fosfolipidli a bilkovinami. Tyto bilkoviny jsou navdzidny na obé
strany fosfolipidové dvojvrstvy. Nazyvd se vnéjsSi membrdna a je piipevnéna
k peptidoglykanu molekulami lipoproteini. Nékdy mohou byt obaleny vrstvou slizu,
kterd napodobuje pouzdro. 30)

Prostor mezi membrianami se nazyvd, periplazmaticky prostor. Obsahuje tadu
makromolekul, které se podili na metabolické aktivité Gram negativni bakterie.

U pseudomondd jsou v tomto prostoru uloZeny B-laktamazy (enzymy, které hydrolyzuji -
laktamova antibiotika).

Vétsina kmenll Pseudomonas aeruginosa se pohybuje pomoci jednoho polarniho
bi¢iku. Ovsem ne u vSech bakterii toho rodu je poldrni, ale mize byt i subpolarni. Nékteré
kmeny vytvareji krat$i laterdlni biciky (napt.: Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
mendocina). Jednim z taxonomickych znak je prave pocet a umisténi bicikda.

Siroké spektrum Gram negativnich bakterii véetné rodu Pseudomonas tvoii fimbrie
(pili) typu 4. Jsou sloZeny z malych strukturdlnich podjednotek a zodpovidaji za adhezi na

epitelie. (37,49, 52)

4. 2 Antigenni struktura

Pomoci sérotypizace je doposud rozliSeno 17 hlavnich termostabilnich somatickych
antigeni u Pseudomonas aeruginosa. Lipopolysacharid u PSAE obsahuje O-fetézce,
sloZzené ze 2 polysacharidovych jednotek A a B. Vysokd molekulovd hmotnost B jednotky

uréuje antigenni specifi¢nost bakterie. ¢!
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4. 3 Patogenita rodu Pseudomonas

Na patogenité bakterii rodu Pseudomonas se podili n¢kolik faktort. Jednak se miize
jednat o faktory, které jsou vdzané na bunku. Nebo se mulze jednat o mimobunécné —

extracelularni produkty (hemolyziny, protedzy, exotoxiny), které prispivaji k patogenité. .
21,50)

4. 3. 1 Exopolysacharid (Alginat)

Tento polysacharid produkuji mukoidni kmeny pseudomonad, které
kolonizuji dychaci cesty pacientd napi. s cystickou fibr6zou. Pifechod pseudomondady
v mukoidni kmen miZe podpofit jeji pretrvani v dychacich cestdch téchto pacientl. Tvorba
mukoidnich kment je brana, jako obrana pseudomondd proti imunitnimu systému hostitele

(obrana proti fagocytéze). ¥

4. 3. 2 Exotoxiny

Exotoxin je jednofetézcovy toxin slozeny ze tfi strukturdlnich domén a
inhibuje syntézu proteinti. Jednd se o extracelularni ADP-ribosyl transferdzu, kterda
katalyzuje ptenos ribosyl-ADP z NAD na elongac¢ni faktor 2. Tak vznikd inaktivni protein.
Tento mechanismus je stejny jako u difterického toxinu. Exotoxin je bran jako hlavni
faktor virulence u Pseudomonas aeruginosa, ma smrtelné ucinky pro mysi a psy. Na bunky

tkatiovych kultur m4 cytotoxické déinky. 2D

4. 3. 3 Exoenzym S (ExoS)

Jednd se také o extracelularni ADP-ribosyl transferdzu pseudomonéd.
Ovsem odliSnou od exotoxinu A. OdliSnost je zpusobena tim, Ze neupravuje elongacni
faktor 2, ale pfimo proteiny. Je jeden z toxint, ktery se podili na kolonizaci a Sifeni rodu
Pseudomonas béhem infekce. MlzZe zpisobovat poSkozeni tkani pfi plicnich infekcich a

méni cytoskelet buiiky. D

13



4. 3. 4 Hemolyziny

Pseudomonas aeruginosa muze produkovat dva typy hemolyzint. Jednim
znich je termolabilni fosfolipdza C, kterd katalyzuje hydrolyzu fosfatidylcholinu
(lecithinu). Vysledkem hydrolyzy je fosfocholin. Fosfolipdza C je dilezitd pro zahdjeni
infekce, zejména v plicich. Kde je pravé dostatek substratii ve form¢ fosfolipidi. Druhym
z hemolyzina, které muze Pseudomonas aeruginosa produkovat, je termostabilni
glykolipid.

Termostabilni glykolipid, je hemolyzin, ktery se podili na infekcich oci a
plic. Je slozeny z dvou molekul kyselych glykolipidii. Jeden z nich je rhamnolipid a druhy
je také rhamnolipid ovSem s kyselinou B-hydroxydekanovou. Ta se podili piedev§im na

aktivité¢ hemolyzinu. ©.32)

4. 3. 5 Proteazy

Protedzy jsou enzymy, které hraji daleZitou roli v patogenezi pseudomondad.

VétSina pseudomondd produkuje protedzy, které maji odlisné pH optimum, izoelektricky
bod a substratovou specificnost.
Do skupiny protedz patfi:

= Endopeptidizy

= Elastazy

= Alkalické protedazy

= LasA (stafylolytickd) protedza

= Lysin specifické endopeptidizy
Tyto peptidazy se podili na Stépeni fibrinu, elastinu a kolagenu. Mohou tak poskozovat
drobné cévy, coz vede k dalSimu poskozeni tkani a ve findlnim stadiu aZ k nekréze.
Elastdza a LasA protéza mohou degradovat elastin. LasA protéza ma také stafylolytickou
¢innost, kterd vyplyva ze Stépeni pentaglycinu v pficné vazbé s peptidoglykenem bunécné

stény. (5,23,47)

14



4. 4 Produkce pigmenti

Bakterie rodu Pseudomonas mohou tvofit veliké mnozstvi pigmenti. Syntéza
zelenomodrého pyocyaninu a Zlutozeleného fluoresceinu, které jsou rozpustné ve vode, je
charakteristickou vlastnosti pravé nékterych pseudomondd. Patii mezi né¢ Pseudomonas
aeruginoa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida a z fytopatogenit Pseudomonas

syringae.

4. 4. 1 Pyocyanin

Pyocyanin (PCN) je modrozeleny redox — aktivni sekunddrni metabolit,
ktery patii do rodiny fenazint.

Nékteré in vitro studie ukdzaly, Ze PCN m4 Skodlivé ucinky vétSinou na
savéi bunky. Podili se na inhibici bunéfného dychédni, uvolfuje prostacyklin
z endotelidrnich bunék plic, inaktivuje kataldzu a diky uvolnovani interleukinu 2 omezuje
rust T — lymfocytt. Indukuje také apoptézu u neutrofilnich segmeti a moduluje redoxni
cyklus glutationu v epitelidlnich a endotelidrnich bunkach plic. PCN také inaktivuje
inhibitor o; — protedzy a pfispivd k nerovnovaze mezi protedzovou a antiprotedzovou
¢innosti, kterd je casto detekovana u pacientt s cystickou fibrézou plic.

Pro syntézu PCN jsou nutné dv¢ skupiny genovych produkt. Nutny je VFR
transkripcni faktor pro aktivaci phnAB. Genové produkty phnAB syntetizuji chinoliny,

které reguluji phzRABCDEFG operony 1 a 2, tedy strukturdlni geny pro fenazin. (22. 25 26.

42,50)
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4. 5 Produkce bakteriocina

Bakteriociny jsou na ribozomech syntetizované proteiny produkované bakteriemi.
bakteridlnim druhiim sdilejicim stejnou mikroekologickou niku.

Na syntézu téchto proteinti plisobi fada faktort, jako Zivotni prostifedi a rastové
faktory. Zejména chemickd povaha organického uhliku, pfistup vzduchu, pH, mnoZstvi
svétla a kationty Mg™*, Zn** a Fe**. Pravé pyocin patii mimo jiné k faktorim virulence,

proto zde bude zminén podrobné;i. ©4)

4. 5.1 Pyocin

Pyocin produkuji pyocinogeny. Jsou popsany 3 typy tohoto proteinu. Jako
prvni byl popsin R — pyocin. Vsechny typy R — pyocinu jsou nukledza a protedza
rezistentni. Tyto vlastnosti usnadiiuji jeho purifikaci a ptipravu specifického antiséra.
Druhym typem je F — pyocin. Je zndmo, Ze je spojeny s R — pyocinem. Je také rezistentni

k G&inku nukledz a protedz. Tteti je S — pyocin, ktery je protedza citlivy. ©*3%

4. 5. 1. 1 Bakteriocidni aktivita pyocinu

Bakteriocidni aktivitu ma pfedev§im R — pyocin. Ten zastavuje
syntézu makromolekul v citlivych bunikdch. Dojde k uvolnéni intraceluldrniho materidlu a
béhem 20 minut k bunééné smrti. Ta vyplyvd z depolarizace cytoplazmatické membrany
v souvislosti se vznikem péra. R — pyocin je schopen ,usmrtit jiné Gram negativni

bakterie. Pyocin tedy miZe zajistit pfevahu daného bakteridlniho kmene. %
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4. 6 Tvorba biofilmu

Biofilmy jsou strukturdlni bakteridlni spolecenstvi bunék, uzavienych v samostatné
produkovanych polymernich matricich. Jsou spjaté sZivym nebo neZivym povrchem.
Biofilmy jsou tedy jednim z diivodli, Ze bakterie mohou pfilnout k pevnym povrchiim a
tvotit slizky a kluzky povlak. Biofilmy pfedstavuji chranény rastovy rezim, ktery
umoziuje preziti v nepratelském prostredi. Struktury vytvérejici biofilm, obsahuji kandly,
kterymi mohou protékat Ziviny. Vice neZ polovina infekénich onemocnéni, které postihuji
mirn€ kompromitované jedince, zahrnuji bakterie, které jsou v komenzdlnim vztahu
s lidskym télem.

Biofilmy se rozviji pfedev§im na intertnich povrSich nebo na odumielych tkanich.
Vyskytuji se obvykle na lékatskych ndstrojich, katétrech, cévkéch, ale vznikaji také
v zivych tkanich. Tak je tomu napf. u cystické fibrozy, kde je tvorba biofilmu v dychacich
cestach tvofenému Pseudomonas aeruginosa velkym rizikem.

Rast biofilmii je pomaly. MuiZe probihat na jednom ¢i vice mistech. Prisedlé
bakteridlni buiiky uvoliiuji antigeny a stimuluji tvorbu protilatek. Protildtky nejsou uc¢inné
pfi ,,usmrceni” bakterii v biofilmu, ale mohou zplsobit komplexni imunitni poSkozeni

okolnich tkani. 1%
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4. 7 Taxonomické rozdéleni

Uvadim zde taxonomické rozdéleni podle NCBI databéze.

Bacteria,
Proteobacteria,
Grammaproteobacteria,
Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae

Pseudomonas aeruginosa group
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas caeni
Pseudomonas flavescens
Pseudomonas jijuensis
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas nitroreducens
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas cf. pseudoalcaligenes
Pseudomonas straminea
Pseudomonas Marici
Pseudomonas alcaliphia
Pseudomonas azotifigens
Pseudomonas brasicacearum

Pseudomonas chloraphis group

Pseudomonas fluorescens group

Pseudomonas putida group

Pseudomonas stutzei group

Pseudomonas syringae group (14
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5. KULTIVACE BAKTERII RODU PSEUDOMONAS

Bakterie rodu Pseudomonas, jsou rustové a kultivaéné nenarocné. Rostou pii bézné
kultivacni teplot¢ 37°C. Bakterie tohoto rodu vztahem ke kysliku fadime mezi aerobni
bakterie.

Mezi nejCastéji izolovany a klinicky vyznamny kmen tohoto rodu paii
Pseudomonas aeruginosa (PSAE).

Kultury narostlé po 18 — 24 hodinach maji charakteristicky zapach, oznacovany -

jako jasminovy. ©”

5. 1 Kultivace na krevnim agaru

Krevni agar patii mezi zdkladni kultivaéni média vyuzivané v bakteriologickych
laboratoftich (viz. Obr. 4 — piilohy).

Nekteré bakterie rodu Pseudomonas zde maji charakteristicky rist — zéna dplné
hemolyzy = B hemolyza. Jiné kmeny hemolyziny neprodukuji a mohou vytvaiet drobné
Sedavé kolonie nebo naopak mukézni — piimo tekuté — kolonie.

Kolonie casto vytvaii kovovy lesk a v jejich pfitomnosti je velmi Casto patrna

pigmentace. 430

5. 2 Kultivace na ENDO agaru

ENDO agar je selektivné diagnostické kultivacni médium. Selektivita toho média
spoc¢iva v pfitomnosti bazického fuchsinu odbarveného sifi¢itanem sodnym. Ten pusobi
jako inhibitor ristu Gram pozitivnich bakterii. Zaroven pulsobi jako indikator Stépeni
lakt6zy. Lakt6za je v agaru substratem. Diky jeji pfitomnosti rozliSujeme bakterie, které na
agaru rostou na: Stépici laktézu a nesStépici laktézu. (viz. Obr. 5 — pfilohy).

Bakterie rodu Pseudomonas rostou na ENDO agaru ve svétlych pruhlednych
koloniich — nestépi laktézu.

Diky neschopnosti Stépit 1 dalsi cukry se fadi bakterie rodu Pseudomonas mezi tzv.

Gram negativni nefermentujici ty¢inky. "

19



5. 3 Selektivni agary k zachytu pseudomonad

Jedna se o agary pro izolaci PSAE z klinickych nebo potravinafskych vzorkt. Tyto
agary podporuji produkci pigmentu pyocyaninu. Diky pfitomnosti siranu draselného

dochazi k potlageni produkce fluoresceinu. *"

5. 3. 1 Pseudomonadovy izola¢ni agar

Selektivita tohoto agaru je zaloZena na pfitomnosti irgasanu a halogenované
bifenolované slouceniné. Tyto slouCeniny v urcité koncentraci brani rastu ostatnich

bakterii. Na agaru rostou pouze bakterie PSAE. G

5. 3. 2 Cetrimidovy agar

Vv

JiZ z ndzvu vyplyva, Ze tento agar obsahuje vyssi koncentraci cetrimidu (0,3
mg/ml). Kromé Pseudomonas aeruginosa, jejiz kolonie jsou obklopeny modrozelenym

pyocyaninem, se mohou na agaru objevit rezistentni kmeny klebsiel, protet a providencii.
(51)

5. 3. 3 Pseudomonadovy agar C-N

Je vysoce selektivnim médiem pro PSAE. Selektivita je dana nizsi
koncentraci cetrimidu, nez u cetrimidového agaru. Dojde tedy ke zlepSeni zachytu pravé
Pseudomonas aeruginosa. K potlaceni ristu ostatnich Gram negativnich nefermentujicich

ty¢inek se do média piidava nalidixat sodny. %"
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6. IDENTIFIKACE BAKTERIi RODU PSEUDOMONAS

Jednim z prvnich kroki identifikace je rist na kultivacnich médiich, jak zdkladnich
tak selektivnich a selektivn¢ diagnostickych. O riistu na kultivacnich agarech jsem se
zminil v predchozi kapitole.

Bakterie rodu Pseudomonas jsou ovsem mélo kdy odliSitelné od ostatnich Gram
negativnich nefermentujicich ty¢inek. Proto k jejich identifikaci nestaci pouze kultivace,

ale 1 dalsi identifikacni postupy.

6. 1 Biochemicka detekce cytochromoxidazy

Neékteré pseudomonddy jsou k nerozeznani od acinetobakterti, burkholderii nebo

stenotrofomondd, pak pfichdzi na fady izolaci a oxiddzovy test.

6. 1. 1 Princip testu Mikro-La-Test OXItest

Oxidazovy test je specificky pro detekci cytochromoxiddzy, coz je enzym
produkovany nékterymi bakteridlnimi rody vcetné rodu Pseudomonas. Pritomnost
cytochromoxiddzy je detekovdna barevnou reakci N, N-dimethyl-1, 4-fenylendiaminu s a-

naftolem. Vysledkem reakce je vznik idolfenolové modii. *¥

6. 1. 2 Jednoduchy procesni prehled Mikto-La-Test OXItest

Sterilni bakteriologickou klickou se odebere z kultivaéniho média Cista
kolonie. A ta se rozetie na reak¢ni plochu diagnostického prouzku testu Mikro-La-Test
OXlTtest. Po ubéhnuti inkubacni doby (0,5 — 1 minuta) se odecita vzniklé barevné zabarveni
(indofenolova modf).

Nebo Ize otisknout piimo reakcéni ploSku na Cistou kolonii piimo v misce
s kultivacnim médiem.

Uvedl jsem procesni pichled zjednoduSen€. Detailni provedeni testu je
dostupné u kazdé zakoupené soupravy a na strdnkdch firmy Erbalachema v sekci:

Produktové podpora — pracovni ndvody — mikrobiologie. ¥
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Tabulka 1: Hodnoceni testu na

detekci  cytochromoxiddzy  od

filmy  Erbalachema;

Mikro-La-Test OXItest; kontrolni kmen Pseudomonas aeruginosa, 24 hod, 37°C

Vysledna barevna reakce

Test

Zkratka testu

Pozitivni

Negativni

Oxidaza OXI

modra, svétle modra

Seda

identifikaci

6. 2 Biochemicka identifikace Mikro-La-Test NEFERMtest 24

Testovaci set NERERMtest je produktem firmy Erbalachema. Je ur€en pro rutinni

Gram negativnich nefermentujicich bakterii

a Celedi Vibrionaceae,

Aeromonadaceae a bakterii druhu Plesiomonas shigelloides. Testovaci set je urcen

predevsim pro bakterie z klinickych vzorka

za pomoci dvaceti Ctyf biochemickych testt

(55)

. Umoziiuje povést identifikaci Ctyficeti kmenti

6. 2. 1 Slozeni soupravy Mikro-La-Test NEFERMtest 24

Diagnosticka souprava obsahuje:

10 mikrotitra¢nich destic¢ek (kazda pro identifikaci 4 kment) se suSidlem

Névod na pouziti s diferenciacni tabulkou

Barevna srovnavaci stupnice pro tuto soupravu

40 formuléi pro zdznam vysledkt

10 PE sacki pro inkubaci

Skladovaci sa¢ek (na uschovani nespotfebované desticky), 1 ks

Vicko
CD kodova knihovna
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6. 2. 2 Jednoduchy pracovni postup

Uvadim zde zjednoduseny pracovni postup. Detailni pracovni postup a dalsi

naleZitosti je dostupny u kazdé zakoupené soupravy a na strankdch firmy Erbalachema

v sekci: Produktova podpora — pracovni ndvody — mikrobiologie.

Izolace kultur
Z primokultivace se provede izolace zvoleného bakteridlni kultury. Provadi se

standardné kfiZovym roztérem na zvolené kultivacni médium.

Priprava inokula

Z cisté vyizolované kultury se piipravi v nepufrovaném fyziologickém roztoku
suspenze o objemu 3 ml. Zakal dobfe homogenizované suspenze musi odpovidat
2,0 — 2,5 stupi McFarlandovy zdkalové stupnice.

Inokulace

Z. pripravené suspenze se pomoci automatické pistové pipety pipetuje 0,1 ml
suspenze do vSech jamek trojstripu. Trojstrip se uzavie hlinikovou folii.

Inkubace

Trojstrip se umisti do PE sacku a vloZi se do termostatu. Inkubace se provadi 24
hodin pti 37°C.

Hodnoceni

Pro hodnoceni testu se vyuzivd barevnd srovnavaci stupnice a diferenciacni
tabulka, které jsou soucasti setu Mikro-La-Test NEFERMtest 24 nebo, jak jsem

uvedl dvodem, na webovych strankdch spole¢nosti Erbalachema. ©
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6. 3 Biochemicka identifikace kratkou fadou cukru

Kratka tada cukr, oznacovdna v nékterych laboratofich jako HISU je jednou

YV

z jednodusSich zptisobli biochemické identifikace bakterii. VyuZivd se k identifikaci

nckterych bakterii Celed€¢ Enterobacteriaceae a ptibuznych Gram negativnich tycinek.

Tento zptsob identifikace zde uvadim proto, Ze bakterie rodu Pseudomonas lze také touto

metodou orientaéné identifikovat.

Ve své podstaté se jednd o fadu zkumavek, ve kterych se sleduje vysledek

jednotlivych biochemickych testii. Kombinace téchto testl je charakteristickd pro dany rod.

1. zkumavka — Glukoza

Zkumavka je naplnénd roztokem glukdzy a v ni je jeSt¢ mald zkumavka, obracena
dnem vzhiru (nékdy oznacovana jako tzv.: plynovka). Obsahuje indikator —
bromthymolovou modf.

Hodnoceni:

(+)...pozitivni reakce — zkvaseni glukézy (zezloutnuti obsahu zkumavky — zména
pH) a tvorba plynu (bublinka v plynovce).

(+/-)...pozitivni reakce — zkvaSeni glukdzy, ale bez tvorby plynu

(-)...negativni reakce — nedochdzi ke zkvaSeni gluk6zy (obsah zkumavky zlistava
v barv¢ indikatoru, tedy modrozeleny) ani k tvorbé plynu

2. Zkumavka — Hajnvho agar

Zkumavka je naplnéna Hajnyho agarem a indikatorem je zde citrit Zelezitoamonny.
V této zkumavce se zjistuje tvorba sirovodiku (H,S). Pivodni barva agaru je
cervena.

Hodnoceni:

(+)...pozitivni reakce — zCerndni agaru v rizném rozsahu

(-)... negativni reakce — ervené nebo Zluté zabarveni

3. Zkumavka — Urea

Jedna se o agar, ktery obsahuje mocovinu (ureu) a sleduje se zde jeji enzymatické
Stépeni. Enzym S$tépici mocCovinu se nazyva uredza. Piivodni barva agaru je zelend.
Hodnoceni:

(+)...pozitivni reakce — zmodrani agaru (Sté€peni urey)

(-)...negativni reakce — zelend, Zlutd barva agaru
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= 4, Zkumavka — Simmons citrat

Agar obsahuje citrat sodny a sleduje se zde jeho vyuZiti jako jediného zdroje
uhliku. Pivodni barva agaru je také zelena.

Hodnoceni:

(+)...pozitivni reakce — zmodrani agaru

(-)...negativni reakce — zelend, Zlutd barva agaru

= 5. Zkumavka — Hottingeruv bujon

Hottingertiv bujon je tekuté, bezbarvé médium slouZzici k zachytu tvorby indolu.
Piitomnost indolu se detekuje pomoci Kovacsova ¢inidla. Cinidlo se piikapavé do
zkumavky po prob&hlé kultivaci.

Hodnoceni:

(+)...pozitivni reakce — Cerveny prstenec na hladiné

(-)... negativni reakce — Zluty prstenec na hladiné

Tabulka 2: Vysledek testu pro Pseudomonas aeruginosa izolovana z BAL; 24 hod, 35°C
Po inokulaci médii ve zkumavkach; 24 hod, 35°C

Cisla zkumavek odpovidaji  &islovani v popisu testu a pouZité symboly také.

Cislo zkumavky 1. 2. 3. 4. 5.

Vysledek testu - - - + -

Kratka tada cukri z diivodu nejasné identifikace se rozSifuje o rizné mikrometody (jiz
zminény Mikro-La-Test NEFERMtest 24). Mikrometody pracuji s malym objemem a

obsahuji vice testd.
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6. 4 Biochemicka identifikace pomoci VITEK systému

Systém VITEK vznikl v roce 1970 jako automatizovany systém pro identifikaci
s urceni citlivosti bakterif k antibiotikim. Postupem ¢asu se vyvinul do systému VITEK 2

(bioMérieux).

6.4.1 VITEK 2 systém

Jedna se o integrovany moduldrni systém sloZeny z: plnici jednotky, ¢tecky
karet, fidictho PC modulu, datového termindlu a tiskdrny. Opticky systém detekuje
bakteridlni riist a metabolické zmény v jamkach tenkych plastovych karet. Jamky v kartach
obsahuji bud’ rtiznd antibiotika (karty pro stanoveni citlivosti k antibiotikim) nebo
biochemické substraty (karty pro identifikaci).

Detekce je zalozena na méieni ve vicekandlovém fluorimetru a fotometru.

N ! g (15,30
Mgéienim se ziskdvaji hodnoty fluorescence, zdkalu a kolorimetrické signaly. >3%

6. 4. 2 Hruby procesni piehled

Identifikacni karty spolu s pfipravenou bakteridlni suspenzi se vkladdaji do
plastovych stojankt. Ty jsou vloZeny do inkubacéni — Cteci ¢asti. Inkubacni teplota je cca
35,5 °C. Karty jsou automaticky naplnéné suspenzi diky vakuovému zafizeni. Karty jsou
zapeceténé a podstupuji kinetickému méteni fluorescence kazdych 15 minut. Vysledky
jsou interpretovany databazi ID — 6 PC po inkubac¢ni period¢ 4 hodiny. Konec¢né vysledky
jsou ziskdny automaticky, minimalné po 4 a maximalné po 15 hodindch inkubace. VSechny

pouZité karty jsou automaticky vyfazené do odpadkového kontejneru. ">

6. 5S MALDI-TOF MS

Od svého uvedeni na trh MATRIX-ASSISTED-DESORPTION-IONIZATION =
MALDI ve spojeni s analyzatorem doby letu (time-off-flight = TOF) nachédzi uplatnéni
v mnoha oblastech.

Jednou znich je pravé 1 mikrobidlni diagnostika, identifikace a diferenciace

bakteridlnich izolata. >
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6. 5. 1 Princip a charakteristika metody

Jednd se o analytickou techniku zaloZenou na zjiSténi relativni molekulové
hmotnosti. MALDI je mékka ionizacni technika. UmoZnuje desorpci peptidii a proteinil
z celych kultivovanych mikroorganismi.

Technika spociva v ionizaci vzorku kratkymi pulsy laserového zareni (obvykle

dusikovy laser s pracovni vinovou délkou A = 337 nm). ®.53)

6. 5. 2 Jednoduchy procesni piehled

Vzhledem k tomu, Ze MALDI — TOF hmotnostni spektrometrie je velice

citliva technika, postaduje pro vlastni analyzu malé mnoZstvi mikrobidlni masy (10*

— 10° CFU).

Mikrobiédlni masa se rozpusti nebo resuspenduje v nadbytku matrice v poméru
koncentraci 1:10*. N&které studie uvadi, ze postaci 1 pl roztoku matrice. Jako matrice se
pouzivaji derivaty kyseliny benzoové a kyseliny skoficové (napf.: o-kyano-4-
hydroxyskoficova, sinapinova a dalsi).

Ziskand smés se nandsi na ocelovou desticku a po vysuSeni se umisti do hlubokého
vakua (10 Pa).

Matrice absorbuje energii kriatkého laserového pulsu. Energie je velmi Setrné
prfeddana molekuldm vzorku. Molekuly vzorku se uvoliiuji ve formé molekulovych ionti [M
+H]".

Takto vzniklé ionty se dostdvaji diky extrakénim mifizkam, na které je vloZeno

vysoké napéti, do analyzatoru. > %'V

6. 5. 3 Analyzator TOF

MALDI spolecné s analyzatorem doby letu TOF je velmi citlivou metodou
pro detekci molekul o vyssi molekulové hmotnosti.
Ionty s rozdilnym pomérem m/z (hmotnosti k néboji) majici stejnou energii, se
budou pohybovat stejnou rychlosti. CoZ je princip analyzatoru doby letu.
Energie se iontiim doddva pomoci soustavy extrak¢énich miizek, na které je obvykle

vlozeno napéti 10 — 20 kV.
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Pro dany bakteridlni kmen tento postup béhem nékolika minut poskytne spektrum.

Ziskané spektrum se sklddd z fady pikd, které odpovidaji poméru m/z jednotlivych iontd.
@, 11)

6. 5. 4 Hodnoceni identifikace pomoci MALDI - TOF MS

Ziskané spektrum se porovna s knihovnou spekter a dojde k identifikaci.

Intens
=

1500

1000

|

zooo 4000 6000 s000 10000 12000 14000

o

Obrdzek 1: Spektrum Pseudomonas aeruginosa izolované z BAL; 18 hod, 35°C
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6. 5. 5 Shrnuti identifikace bakterialnich izolati pomoci techniky

MALDI - TOF

Pro jednoduchost jsem zvolil tabulkové uspotfadani.

Tabulka 3: SOP ldentifikace bakteridlnich izol4td “®

CISTA KULTURA
MIKROSKOPIE

MALDI - TOF
IDENTIFIKOVANO
VALIDACE IDENTIFIKACE
INTERPRETACE
VALIDACE KLINICKA
CITLIVOST ATB
VYSLEDEK

Ziskana izolaci jedné kolonie z primokultivace.

Preparét obarveny dle Grama.
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6. 6 Molekularni techniky

Metody na bdazi identifikace genotypu obchdazeji problém proménlivého fenotypu.
Poskytuji ptesn¢jSi identifikaci bakteridlnich druhli. Nicméné taxonomické sloZitosti,
nejistd fylogeneze a nedostatek sekvenCnich genomovych dat vramci Sirokého rodu

Pseudomonas, predstavuji prekazku pro genotypové identifikaéni testy. “*

6. 6. 1 PCR - polymerazova retézova reakce

Jednd se o amplifika¢ni metodu, kterd umoZznuje namnoZeni specifického

useku templdtové DNA. Jednd se o techniku probihajici in vitro. W

6. 6. 2 Jednoduchy procesni piehled klasické PCR

Amplifikace cilové DNA se provadi v reakénim objemu (vétSinou 25 pul)
celéd reak¢ni smés se oznacuje jako ,,master-mix*.
SloZeni master-mixu:
" MgCl(Mg™)
= Pufr
* Deoxynukleotidtrifosfaty (DTP)
= Specifické primery
» Taq polymeraza (termostabilni)
* Genomova DNA
= Redestilovana voda
= Bakteridlni lyzat
Takto pfipraveny master-mix v mikrozkumace, umistime do
termocykleru kde probiha stfidani teplotnich cykli a probiha vlastni PCR reakce.
Teplotni faze PCR reakce
= Denaturace templatové DNA (95°C)
* Annealing — navdzani primera (50°C)
= Polymerace (72°C)
Cykly se mnohokrat opakuji, dokud nedojde k poZadovanému

v 1,4
namnoZeni produktu. " 5
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6. 6. 3 Real Time - PCR

Je revolu¢ni metoda vyuzivand v mikrobiologii pro diagnostiku lidskych
patogenti. Tato metoda kombinuje PCR s fluorescen¢ni detekci sondy amplifikovaného
produktu ve stejné reakéni nddobé. Obecné plati, Ze PCR a detekce amplifikovaného
produktu jsou dokonceny asi za hodinu, coz je podstatné rychlejsi nez klasickd PCR a

detekce. ¥

6. 6. 4 PCR u pseudomonad

Tato PCR je zaloZena na specifickych primerech, které se podileji na
selektivni amplifikaci 990 bp fragmentu 16S rDNA pseudomonéd.

16S rDNA se pouzivd jako ,zlaty standard“ v urCovani taxonomie a
fylogeneze bakteridlniho druhu. Selektivni amplifikace 16s rDNA rodu Pseudomonas
pomoci PCR je ndsledovdna analyzou délky restrikénich fragmenti nebo gradientovou

gelovou elektroforézou. ®.41)
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7. REZISTENCE A JEJI HLAVNI MECHANISMY

Pseudomonas aeruginosa je rezistentni k riznym antibiotikiim. Nizk4 permeabilita
jeji vnéjsi membrany, konstitutivni exprese rtznych efluxnich pump, produkce enzymu
inaktivujici antibiotika (indukovatelné cefalosporindzy) — to jsou jedny z dileZitych
mechanismi, které délaji z kosmopolitné rozsifené bakterie velice obavaného patogena.
Déle ma kapacitu rozvinout nebo ziskat nové mechanismy rezistence proti antibiotikiim.
Obecnd rezistence vznikd diky kombinaci n¢kolika faktort:

» PSAE je rezistentni k antibiotikim v disledku nizké propustnosti jeji bunécné
membrény.

= PSAE mé genetickou schopnost vyjadfovat Siroky repertodr mechanismu
rezistence.

= MuzZe se stét rezistentni diky mutacim chromozomadlnich gend, které reguluji geny
rezistence.

= Miuze ziskat geny rezistence z jinych organismd, pfes plazmidy nebo transpozémy a

bakteriofagy. ' *¥

7. 1 Nepropustnost vnéjsi membrany

K tomu aby antibiotika mohla vyvijet své u€inky na pseudomonddy, musi pronikat
k jejich intraceluldrnim strukturdm. U pseudomondd to vyZzaduje podstatnou propustnost
vnéjsi membrany.

Vnéj$i membrana tvoii semipermeabilni bariéru na vychytdvani antibiotik a
molekul substrétli. ProtoZe vychytdvani malych hydrofilnich molekul jako jsou B-laktamy,
je omezend jen na malou plochu vnéj$i membrany (pfesnéji na vodné kandly porinovych

vV,

proteinil). Vnéj$i membrana limituje pohyb téchto molekul do buriky.
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7. 1. 1 Prunik antibiotik pfes buné¢nou membranu Pseudomonas

aeruginosa
VSechny hlavni tfidy antibiotik pouZzivanych k 1écbé infekci vyvolanych

PSAE, musi proniknout pfes bunéénou membrinu ke svému cili.

Tabulka 4: Mista ptsobeni antibiotik u infekci zptisobenych Pseudomonas aeruginosa

Skupina
Antibiotikum | Piisobeni antibiotika
antibiotik
Gentamicin o )
Inhibuji  syntézu  proteinii  vazbou na
AMINOGLYKOSIDY | Tobramycin _ .
podjednotku 30S ribozému.
Amikacin
Vézi se na podjednotku DNA - gyrdzy, kterad
CHINOLONY Ciprofloxacin . _
udrzuje strukturu chromozému uvnitt bunék.
Piperacilin
Ceftazidim o . '
Inhibuji ukotveni transpeptiddz peptidoglykanu
B - LAKTAMY Imipenem . .
na vn¢j$i povrch cytoplazmatické membrany.
Meropenem
Aztreonam
Véazi se na fosfolipidy cytoplazmatické
POLYMYXINY Colistin S .
membrény a ni¢i jeji ochrannou funkci.

wevs

7. 1. 2 Vnéjsi membrana jako bariéra

Vnéj§i membrdna Pseudomonas aeruginosa predstavuje vyznamnou
prekazku k pronikdni antibiotik. Omezuje rychlost pronikdni malych hydrofilnich molekul,
krom¢& vétsich molekul. Mal4 hydrofilni antibiotika, jako B-laktamy a chinolony mohou
prochdzet pouze vnéjsi membranou pii prichodu vodnymi kandly podle porint.

PSAE produkuje né¢kolik raznych porinit (Opr). OprF reprezentuje
neefektivni cestu uptakeu. OprD je specializovany porin, ktery mé specifické role v piijmu
kladné nabitych aminokyselin jako je lysin. Ztrata OprD je Casto spojovand s rezistenci
k imipenemu. Je zajimavé, Ze meropenem neni ovlivnén ztraitou OprD. To naznacuje, Ze

karbapenemy pieskocily vnéj§i membranu prostfednictvim riznych kandld. Rezistence

k aminoglykosidim a kolistinu byly pozoroviany u PSAE v disledku zvysené exprese
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vnéjstho membrinového proteinu OprH, ktery chrani lipopolysacharid od vazby na
antibiotikum.
Vnéj$i membréana jako mechanismus rezistence je vyznamnd v souvislosti

s dal§fmi mechanismy rezistence. 72+ 40

7. 2 Role efluxniho systému

Efluxni (vytokové) systémy vyjadiuji Sirokou substratovou specifitu. Jejich exprese
u Gram negativnich bakterii je spojena srezistenci na vice klinicky piislusnych
antimikrobidlnich l4tek. Efluxni systémy pro vicero 1éCiv se skladaji ze tii proteinovych
komponent.:

= Pumpa zdvisla na energii, pfitomnd na cytoplazmatické membrané

= Poriny vnéj${ membrany

= Spojovaci protein, ktery spojuje dvé komponenty membrany dohromady
Toto tficlankové uspofdddni ddvd vzniknout efektivnimu vyluCovacimu systému pro
toxické molekuly, pfitomné v cytoplazmé, cytoplazmatické membrané nebo periplazmé
(oblast mezi vnéjsi a cytoplazmatickou membréanou).

U PSAE byly popsany ¢tyfi rizné efluxni systémy pro antibiotika:

* Mex AB - oprM, zodpovédny za vyluCovani [B-laktamt, chinolonii a

desinfek¢nich prostiedkt

= Mex XY - oprM, podili se na vylu¢ovani aminogykolsida

= Mex DC - opr]

=  Mex EF - oprN 10, vylucuji karbapenemy a chinolony
Efluxni systém zahrnujici tyto proteiny je zdsadni pro vlastni rezistenci Pseudomonas
aeruginosa. Delece v kterémkoli z geni kdédujici tyto proteiny vede k Ctyf az deseti
nasobnému nartstu citlivosti na chinolony, B-laktamy (krom¢ imipenemu), tetracykliny a
chloramfenikol.

Geny efluxnich systému jsou pfitomny ve vSech kmenech, ale nejsou exprimovany
ve vysokych hladindch. ZvySend exprese muze byt zpusobena mutaci v regulacnich
genech, jako jsou napi.: Mex R, ktery kdduje expresi Mex AB — oprM gent.

Expozice jednomu antibiotiku muze selektovat mutanty PSAE se zvySenou

produkci pump. Ty maji kiiZovou rezistenci vii¢i v§em antibiotiklim, které jsou substraty

potlacenych pump. Chinolony, které jsou substrity vSech Mex efluxnich pump, jsou
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nachylné k vybéru na kifZovou rezistenci proti aminoglykosidiim nebo p-laktamam. ' **

40)

Eflux obvykle ud€luje nizky az stfedn¢ té€zky stupen rezistence. A hraje vyznamnou
roli u klinickych izolatli, nejmén¢ ze tii divodu:

1. Vyrazné sniZuje vybér ucinnych antibiotik (napf.: nadexprese Mex XY —
oprM u Kklinickych izolati ud€luje rezistenci nejenom k aminoglykosidim,
ale i cefepimu a fluorochinolontim).

2. Spolupracuje s jinymi mechanismy (napi.: mutace v cilovych strukturdch
chinolonti nebo produkce B-lakatamdz) zvySuje troven rezistence.

3. Déava vzniknout mutacim, které sniZuji koncentraci antibiotika uvnitf

bakterie. 1117

7. 3 Produkce enzymii

Prevladajici mechanismus rezistence k B-laktamovym antibiotikiim ziistdvd u
produkce B-laktamdz enzymi, které inaktivuji antibiotikum hydrolyzou amidové vazby f-
laktamového kruhu molekuly. Rozezndvame Ctyii molekularni tfidy B-laktamdz: tiida A
penicilindzy, tiida B metalo-B-laktamézy, tfida C cefalosporindzy a tfida D oxacilindzy.
Rezistence vznikd pfirozenou nebo mutacni derepresi chromozomadlnich genii nebo
ziskanim extrachromozomadlnich genetickych elementt (plazmidy a transpozomy) nesouci

geny rezistence. “‘*

7. 4 Alginat, biofilm a rezistence

Charakteristickym rysem mnoha kmenl Pseudomonas aeruginosa u pacientd
s cystickou fibr6zou, je produkce polysacharidu — algindtu. Ten se podili na tvorbé
biofilmli a sniZeni citlivosti k antibiotikim. Charakteristickym rysem biofilmu je jejich

pozoruhodnd odolnost k vymiceni fyzikdlnimi a chemickymi vlivy véetné antibiotik. (24-4%)
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7.5 Zmény v cili

Zameny 1ékovych cild, které interferuji nebo omezuji vzajemné plisobeni antibiotik,
zabranuji bakteriostatickym (bakteriocidnim) uc¢inkim téchto latek a tim zvySuji rezistenci.
Tento mechanismus rezistence je diisledkem mutacnich zmén v cilovych enzymech, které
nevedou k udrZovani jejich zdsadni role v bunééném metabolismu, ale v rezistenci vici
selektivnimu pisobeni antibiotik.

U Pseudomonas aeruginosa se setkdvame s rezistenci k chinoloniim. Diky mutaci
v genu Gyra, ktery kéduje podjednotku cilového enzymu DNA — gyrazy. Dojde ke zméné
ve struktufe podjednotky 30S ribozému (cil aminoglykosidll). Zmény v penicilin

vazajicich proteinech (PBP) vedou také k odolnosti proti p-laktaméim. % *
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8. PRODUKCE KARBAPENEMAZ A JEJICH DETEKCE

Jednim z mnoha mechanismt, jak se bakterie rodu Pseudomonas brani Gcinné
terapii je produkce enzymil. Funkce téchto enzyml je inaktivace antibiotik.
Karbapenemdzy jsou [-laktamdzy s univerzdlni hydrolytickou kapacitou pfedstavuji

velikou hrozbu klinické prosp&snosti pro viechna p-laktamova antibiotika. %

8. 1 p-laktamova antibiotika

B-laktamové antibiotika maji rtzné strukturdlni podtypy. Tato antibiotika maji

spole¢nou chemickou strukturu, tzv. B-laktamovy kruh.
Strukturalni podtypy:

* Penemy (penicilin, ampicilin)

= Cefemy (cefalosporiny, cefamyciny)

* Monobaktamy (monocyklické B-laktamy zahrnujici aztreonam)

= Karbapenemy
Enzymy, které hydrolyzuji amidovou vazbu na ¢tyfclenném f-laktamovém kruhu, se

v

nazyvaji PB-laktamézy. Jsou tedy hlavni pfi¢inou odolnosti — rezistence bakterii k [-

laktamovym antibiotikim. ©¥

8. 2 Rozdéleni B-laktamaz

Ziskané karbapenemdzy piedstavuji heterogenni skupinu B-laktamdz, které patii do

3 riznych molekuldrnich skupin.

Tabulka 5: Hlavni skupiny B-laktamaz (rozd&leni dle Amblera). **

Supina Oznaceni karbapenemaz Bakteridinf druhy u - kterych
byly nalezeny
A KPC, Enterobacteriaceae
. ; GES, SME, IMI, NMC (Klebsiella pneumoniae,
serin-f-laktamazy Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens atd.),
Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii
B VIM, IMP, GIM, SIM, NDM, | Enterobacteriaceae,
SPM, AIM, KMH, DIM, TMB .
metalo-p-laktamazy Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii
D OXA-48, OXA-162, OXA-181 | Klebsiella pneumoniae,
. ; Skupiny OXA-23, -58, -40 Enterobacter cloacae,
serin-p-laktamazy Escherichia coli;
Acinetobacter baumannii
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8. 3 Genetika p-laktamaz

Geny kédujici B-laktamazy mohou byt umistény na bakteridlnim chromozému, na
plazmidech nebo transpozémech.

B-laktamové geny = BLA geny urcuji, zda budou B-laktamdzy syntetizovany
pfirozenym nebo ziskanym zpiisobem. V posledni dob¢ roste pocet BLA gent, které se
nachézi na integronech.

Integrony, jsou geny proménlivé délky. Na 5° konci obsahuji genovou kazetu
(z4sobnik) s ostatnimi geny antibiotické rezistence. Dale obsahuji integracni misto pro
genové kazety (ATTI). Integrony nejsou mobilni. OvSem jejich umisténi v mobilnich
genetickych elementech (plazmidy a transpozémy) umoziuje jejich pohyb.

Mobilni genetické prvky, které obsahuji integrony jsou dileZitym zdrojem pro

Sifeni BLA gentl a jinych determinant rezistence.

8. 4 Metalo-p-laktamazy

Vznik ziskanych metalo-B-laktamdz (MBL) u hlavnich Gram negativnich
podminénych patogenit (Pseudomonas aeruginosa, Acitenobacter spp.) ma zéavazné
klinické a epidemiologické dusledky. Jsou tedy pfedmétem zdjmu po celém svété. MBL
mohou degradovat vS§echna B-laktamova antibiotika, s vyjimkou monobaktamt.

Mezi klinicky dtleZité metalo-B-laktamézy patii skupiny IMP a VIM. Tyto skupiny
zpusobuji rezistenci na vSechna B-laktamova antibiotika, krom¢ monobaktamii.

Dal$i klinicky vyznamné metalo-B-laktamdzy jsou uvedeny v tabulce &slo 5. &%

8. 5 Inhibitory p-laktamaz

Doposud vSechny zndmé inhibitory nebo inaktivitory serin-B-laktamdz nejsou
ucinné na metalo-B-laktamazy.

Siteni metalo-p-laktamdz u nozokomidlnich bakteridlnich patogend, odtvodiuje
vyhleddvani sloucenin, které mohou snizit aktivitu téchto enzymii.

BohuZel objev klinicky uZziteCného a specifického inhibitoru MBL je ztiZen tim, Ze
tato sloucenina musi ziistat aktivni na lidskych proteinech, které jsou ¢leny nadrodiny
MBL. Nebo na jinych metalo-enzymech (napfi.: angiotensin konvertujici enzym). DalSim

problémem je nalézt slouéeniny aktivni pro viechny podskupiny MBL. ¢
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8. 6 Detekce karbapanemaz

Detekce producenti karbapeneméz z klinickych izolatl je predevSim zaloZzena na
vysledcich citlivosti  k antibiotikim. Bud®  diskovou difizni metodou, nebo
automatizovanymi systémy. Urceni téchto producentil je jednim z hlavnich zpisobl pro
vybér vhodného terapeutika. Detekce karbapeneméazové aktivity v klinickém izolatu mutze
byt pro laboratoi narocnd. Prvni divod k podezieni, Ze se na infekci podileji
karbapenemdzy, je zvySend hodnota minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro

karbapenemovi antibiotika. **>

8. 6. 1 Referencéni metoda

Spektrofotometrické  meéfeni  koncentrace EDTA, kterd inhibuje
karbapenemovou hydrolyzu se provadi s hrubym bunécnym extraktem, je referencni
metodou pro potvrzeni produkce MBL. Tato metoda neni vhodna k pouZiti v rutinnich
laboratotich. Jednodussi fenotypové testy, zaloZené na diftiznich nebo dilu¢nich metodach

jsou v rutinnich laboratofich brany jako specifické. ©

8. 6. 2 Molekularni techniky

Molekularni metody (PCR nebo DNA hybridizace) potvrzuji piitomnost
MBL genu v klinickych izoldtech a mohou byt pfijaty jako soucdst screeningu. Tyto
metody jsou omezeny pouze na referen¢ni nebo vyzkumné laboratofe. Pro mensi
laboratofie je jejich naro¢nost nepiijatelnd. Kromé toho molekuldrni metody detekuji pouze
MLB geny, které jsou v uzndvané nabidce dostupnych sond. Mohou tedy minout detekci

nové vzniklych gend.

8. 6. 3 Fenotypové testy

Rada jednoduchych fenotypovych testii pracuje na principu diluce nebo
diskové difize. Vyuzivaji nékterych latek (EDTA, kyselina fenylboritd) inhibovat
karbapenemazy. Nejsou ovSem tolik specifické. Nékteré karbapenemazy OXA-typu nelze
takto detekovat. ** >

8. 6. 3. 1 Hodge test
Metoda jetelového listu (modifikovany Hodge test (MHT)) byla

pouzivédna jako hlavni fenotypova metoda pro detekci karbapenemézové aktivity. Metoda

je zaloZena na inaktivaci karbapenemu bud’ celymi builkami, nebo bunécnymi extrakty
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organismil produkujicich karbapenemdzy. Umoziiuje karbapenem citlivému druhu rozsitit
rast smérem ke karbapenemovému indikdtorovému disku. V Evropé tento test neni

uznévan jako hlavni diagnostickd metoda. @23

8. 6. 3.2 CARBA NP test

Tento test rozliSuje izoldty pseudomondd na karbapenemdazy
produkujici a karbapenemdzy neprodukujici. Je zaloZen na biochemické detekci hydrolyzy
karbapenemu a imipenemu, coZ ma za nédsledek zménu barvy indikatoru pH. Test eliminuje
potiebu detekce pomoci Hodge testu, fenotypovych testi pro inhibici B-laktamaz. Test je

vysoce specificky, citlivy a rychly (méné nez 2 hodiny). ?

8. 6. 4 Detekce pomoci MALDI — TOF

Pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF je mozno detekovat
molekuly karbapenemu a jeho dalSich variant (produkty odbourdvéni, sodnd sil atd.). Na
rozdil od molekuldrnich technik ndm tato metoda poddva redlné informace o produkci
karbapenemaz.

8. 6. 4. 1 Detekce degradac¢nich produkti meropenemu

B-laktamézy degraduji meropemen ve dvou fazich:
1. hydrolyza amidové vazby v B-laktamovém kruhu
2. dekarboxylace molekuly
Vznikaji tedy degradaéni produkty o riznych molekulovych hmotnostech, které jsou

detekovany pomoci této metody. 20)

Tabulka 6: Degrada&ni produkty meropenemu a jeho molekulové hmotnosti *”

Molekula pomér hmotnost/naboj
Meropenem MW 383,5
[Meropenem+H]" 384,5
[Meropenem+Na]* 406,5

[Meropenem+2Na]* 428,5
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Obrdzek 2: Chemické struktury meropenemu: 383,464 Da (A), jeho disodna sul, 427,422 Da (B), produkt

rozkladu meropenemum s narusenou amidovou vazbou, 401,483 Da (C), a jeho trisodna stl, 467,420 Da (D)
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Obrdzek 3: Hmotnostni spektra meropenemu (nalezena hmotnost 382,975 m / z) a jeho sodné soli (405,193

m/za427,428 m/ z) (A) a meropenem s narusenou amidovou vazbou (401,072 m / z) a jeho sodn4 stl
(423,282 m / z, 445,583 m / z, a 467,839 m / z) (B). Piky testovanych molekul jsou oznaceny Sipkami.

Jednotky na ose y predstavuje relativni intenzitu.
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8. 6. 4. 2 Analyza spekter z MALDI - TOF

Zjisténé vrcholy jsou porovndvané s molekulovymi hmotnostmi

meropenemu a jeho degrada¢nimi produkty. (19)
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9. PSEUDOMONADOVE INFEKCE A JEJICH LECBA

Pseudomonady jsou vsSudy pifitomné v piirod€, jsou izolovany z vody, pidy,
odpadniho vod, rostlin, zvitat a ¢lovéka. Pseudomonas aeruginosa se stala vyznamnou
pfi¢inou infekce, u pacienti se sniZzenou funkci obrannych mechanismii nebo se
specializovanou povahou zdkladniho onemocnéni (napi.: cystickd fibréza). Je nejCastéjSim
patogenem izolovanym od pacientti, ktefi byli hospitalizovani déle nez jeden tyden. Je
dalezitym nozokomidlnim patogenem. Vyrazné pfispiva k vyskytu mocovych cest u
pacientli s permanentnim mocovym katétrem (PMK). Pseudomonddové infekce jsou
slozité a mohou byt Zivot ohrozujici. Velkym rizikem je infekce vyvolana rezistentni

pseudomonddou. 2%

9. 1 Nejcéastéji zasazena mista
Pseudomonddové infekce mohou zahrnovat nésledujici Casti t€la s odpovidajicimi
pfiznaky a projevy.
» Dychaci cesty (zédpaly plic)
=  Krevni obéh (bakteriémie)
=  Srdce (endokarditida)
= Centralni nervovy systém (meningitida, mozkovy absces)
= UsSi (zanét stiedniho a zevniho ucha)
= (¢ (bakterialni keratitida)
= Klouby a kosti (osteomyelitida)
» QGastrointestindlni trakt (priijem, enteritida, enterokolitida)
= Mocové cesty
= Kuze
Infekce vyvolané rezistentnimi pseudomonadami, jsou velice problematické, protoze jsou

s

asociované s tiikrdt vysS$i mortalitou, devétkrat vyS$i mirou sekundarni bakteriémii a

vyrazn¢ delsi dobou hospitalizace. (28,29)
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9. 2 Nozokomialni nakazy

Nozokomidlni ndkazy neboli nemocni¢ni infekce postihuji osoby v souvislosti
s hospitalizaci ve zdravotnickych zafizenich. Postihuji predev§im pacienty, ale také i
persondl a navStévy nemocnych.

Riziko vzniku nozokomidlni infekce piimo souvisi sinvazi zdravotnickych
prostiedkli nebo chirurgickymi zdkroky. Rizikovou skupinou pacientll jsou pacienti, ktefi
jsou jiz oslabeni (hematoonkologi¢ti pacienti, pacienti s popdleninami). NejCast&j$i jsou

o . L N 8,3
ventilatorové pneumonie a infekce mocovych cest. %%

9. 2. 1 Pneumonie

Nozokomidlni pneumonie jsou nejCast&j$i infekce ohrozujici Zivot
pacienta. Ve vétSing piipadil jsou spojeny s mechanickou ventilaci. Vyskytuji se u 10 — 20
% pacienti napojenych na ventildtory delsi dobu nez 48 hodin. Jsou spojeny
s prodlouzenim délky hospitalizace a dmrtnosti. Kromé Pseudomonas aeruginosa se na

. v . .. o P -y . . 43, 44
nich podili i Acinetobacter baumannii a rizni zastupci Seledi Enterobacteriaceae. > *¥

9. 2. 2 Infekce mocovych cest

Témer vSechny gram negativni organismy véetné PSAE zptsobuji
infekce mocovych cest. Tyto infekce jsou spojeny Casto se zavedenim mocového katetru.
Po druhém dni katetrizace se odhaduje, Ze pocet bakterii se zvySuje o 5 — 10 % za den.
Vétina piipadil je asymptomatickd bakteriurie. Uginnym feSenim je odstranéni katétru,

né&Z 1é&ba antibiotiky. *®

9. 2. 3 Infekce krevniho obéhu

Tyto infekce jsou Zivot ohrozujici udalost a nej€astéji jsou spojovany

s ptitomnosti centrdlniho Zilniho katétru. Mohou byt také spojeny s Gram negativni infekci

v jinych &éstech t&la, jako jsou plice, mo&ové cesty a gastrointestinlni trakt. ®®
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9. 3 Terapie infekci vyvolanych pseudomonadami

Zakladem antimikrobidlni 1écby muze byt kombinace dvou antibiotik (napf.:
antipseudomonddové B-laktamy a aminoglykosidy). Empirickd terapie musi byt komplexni
a méla by zahrnovat vSechny pravdépodobné patogeny v souvislosti s klinickym

prostiedim.

Gentamicin

Jednd se o aminoglykosid a ma Siroké gram negativni pokryti.

Tikarcilin
Infibuje biosyntézu bunécné stény a je ucinny v aktivni fazi rastu. Jedna se

o antipseudomonddovy penicilin s inhibitorem p-laktamaz.

Piperacilin
Antipseudomonddovy  penicilin s inhibitorem [-laktamdz. Inhibuje

biosyntézu bunécné stény a je ucinny v prubéhu aktivniho mnozeni.

Imipenem

Je Sirokospektrym B-laktamovym antibiotikem.

Aztreonam
Monobaktam, ktery inhibuje biosyntézu bunécné stény v pribchu rastu. Je
aktivni proti gram negativnim patogeniim. Je nevhodny pro anaeroby a gram pozitivni

patogeny. PouZiva se u pacientl alergickych na peniciliny a cefalosporiny.
Ciprofloxacin

M3 fluorochinolonové tucinky proti pseudomondddm. Inhibuje syntézu

bakterialni DNA.
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Cefepim
Slouzi pro 1é¢bu pseudomonadovych infekci a patii do Ctvrté generace
cefalosporint. Je nejlepSim [B-laktamem pro intra muskuldrni poddni. OvSem Spatné

pfekracuje hematoencefalickou bariéru.

Ceftazidim
Patii do tfeti generace cefalosporinii s vysokou aktivitou proti rodu
Pseudomonas. Znemoziuje rist bakteriim vazbou na jeden nebo vice penicilin vazebnych

proteinti (PBP).

Tobramycin
Ziskava se ze Streptomyces tenebrarius. Je dvakrat az Ctytikrat siln&jSim

antipseudomonddovym antibiotikem ve srovnani s gentamicinem.

Meropenem

Polosyntetické antibiotikum, které inhibuje syntézu bunécné stény. @8
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10. DISKUZE

V nékolika poslednich letech ptedstavuji bakterie rodu Pseudomonas jedny
z nejobdvangj$ich patogenii. Diky neustdlému rozvoji rezistence, véetné vzniku novych
mechanismi rezistence a sloZitosti multirezistentnich fenotyp nuti k vyvoji vhodnych
diagnostickych nastrojt.

Podle mého nédzoru je jednim z téchto ndstrojt, pravé technika MALDI — TOF MS,
ktera slouzi k diagnostice bakteridlnich kment a detekci jednoho z mechanismt rezistence
— produkce karbapenemdz. DalSimi diagnostickymi néstroji jsou i molekulédrni techniky,
ovSem jejich aplikace je znacné¢ omezend. Myslim si, Ze diky jejich rychlému rozvoji, by se
mohly v ndsledujicich letech rozsifit i na mens$i pracovisté. Problém k aplikaci téchto
metod bude kromé financi 1 personélni zajiSténi.

Jednim z cili prace bylo pravé objasnéni techniky MALDI — TOF MS, ktera je
rozSitena na mnoha mikrobiologickych pracovistich. Mechanismy vzniku rezistence u
pseudomondd byly do jisté miry popsany také, zvlast¢ produkce karbapenemaz, kterd je dle

Pro kontrolu infekci mikrobiologové a klinicti 1ékafi realizuji preventivni opatieni,
kterd jsou zaméfena na snizeni nozokomidlnich ndkaz. Prioritou 1é¢by infekci vyvolanych
pseudomonddami by m¢li byt farmakologické a mikrobiologické tidaje. Infekce vyvolané
pseudomonddami by mély byt v€as diagnostikovany — dbat na kvalitu mikrobiologického
vySetieni.

Dilezitym postupem je také dodrZeni spravnosti odbéru (lokalizace, vCasny
transport do laboratote).

U pacientd, ktefi jsou oslabeni (hematoonkologi¢ti pacienti, pacientnti

hospitalizovani na ARO a JIP) je velmi dileZité pravidelné provadéni screeningu.
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11. ZAVER

Tato reSerSe informuje o vzniku rezistence bakterii rodu Pseudomonas a o
moznostech jeji detekce.

Obecné vlastnosti rodu Pseudomonas popisuji morfologii, metabolickou aktivitu a
nckteré vlastnosti, které pfispivaji k patogenité pseudomondd — tvorby biofilmu, produkce
extracelularnich latek.

Pro kultivaci pseudomondd se pouZzivaji zdkladni kultivacni agary — krevni agar.
Ovsem na ENDO agaru, ktery je diagnosticky specificky je mozné pseudomonddy zafadit,
jako nestépici laktézu. Selektivni agary pro kultivaci pseudomondd nejsou v klinické praxi
casto vyuzivany.

Identifikace rodu Pseudomonas, je zalozena na klasickych fenotypovych metodach
— detekce cytochromoxiddzy, sledovani zkvaSovani jednotlivych substrati (Mikro-La-Test
NEFERMtest 24). Novymi metodami je predev§im vyuziti techniky MALDI — TOF a
VITEK 2 SYSTEM. Molekuldrni techniky PCR, ptedeviim Real Time PCR — umoZiiujici
kvantifikaci.

Rezistence bakterii rodu Pseudomonas je zavisla na mnoha mechanismech, jako je
nepropustnost vn¢j$i membrany, produkce fady enzymil, tvorba porinti a dileZitou roli ma
i efluxni systém.

Karbapenemazy, které Stépi B-laktamovy kruh jsou velice vyznamné a jejich
stanoveni neni radno podcenovat. Detekce jejich tvorby je diky systému MALDI — TOF
MS daleko jednodussi, nez klasickymi fenotypovymi metodami. Detekce je zaloZena na
meéfeni degrada¢nich produkti meropenemu.

Infekce vyvolané pseudomonadami jsou velice obavané diky své schopnosti rychle
vytvafet mechanismy rezistence. Nozokomidlni infekce vyvolané pseudomonddami jsou

spojeny s prodlouzenim délky hospitalizace a s vy$si mortalitou.
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12. SEZNAM ORBAZKU

Obrazek 1: Spektrum Pseudomonas aeruginosa izolované z BAL; 18 hod, 35°C 28

Obrazek 2: Chemické struktury meropenemu: 383,464 Da (A), jeho disodna sul, 427,422
Da (B), produkt rozkladu meropenemum s narusenou amidovou vazbou, 401,483 Da (C), a

jeho trisodnd stl, 467,420 Da (D) 41

Obrazek 3: Hmotnostni spektra meropenemu (nalezena hmotnost 382,975 m / z) a jeho
sodné soli (405,193 m/z a 427,428 m/ z) (A) a meropenem s narusenou amidovou vazbou
(401,072 m / z) a jeho sodnd sul (423,282 m/ z, 445,583 m / z, a 467,839 m / z) (B). Piky
testovanych molekul jsou oznaceny Sipkami. Jednotky na ose y predstavuje relativni

intenzitu. 41

Obrazek 4: Pseudomonas aeruginosa izolovana z BAL, Krevni agar, kultivace: 35°C 48

hodin. Po prodlouzené kultivaci je pozorovdna vyrazna zéna § hemolyzy. 59

Obrazek 5: Pseudomonas aeruginosa izolovana z BAL, ENDO agar, 35°C, 24 hodin.

Na agaru pozorujeme svétlé kolonie v barvé agaru, nedochézi ke Stépeni laktdzy. 59
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15. PRILOHY

Obrdzek 4: Pseudomonas aeruginosa izolovdna z BAL, Krevni agar, kultivace: 35°C 48 hodin.

Po prodlouzené kultivaci je pozorovana vyraznd zéna § hemolyzy.

Obrdazek 5: Pseudomonas aeruginosa izolovina z BAL, ENDO agar, 35°C, 24 hodin.

Na agaru pozorujeme svétlé kolonie v barvé agaru, nedochdzi ke §tépenf lakt6zy.
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