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Rezistence mikrobu na
antimikrobialni latky
Primarni rezistence: vSechny kmeny danc¢ho
druhu jsou rezistentni. Pfiklad: betalaktamova atb

nepusobi na mykoplasmata, ktera viibec nemayji
bunéCnou sténu.

Sekudndarni rezistence: vznikaji necitlivé
mutanty, a ty pf1 selek¢nim tlaku antibiotika
zacnou prevazovat. (Escherichie mohou byt
citlivé na ampicilin, ale v posledni dobé vyrazné
piibyva rezistentnich kmenu




Mechanismy rezistence I
Mikrob zabrani vniknuti antibiotika do bunky

Mikrob aktivné vypuzuje atb z bunky

Mikrob zméni cilovy receptor nebo nabidne

antibiotiku faleSny rece;
Mikrob prodéla metabo

ptor

1cké zmény, jez atb zabrani

vyvinout u¢inek v obvy]

<lych cilovych strukturach

Mikrob enzymaticky Sté€pi antibiotikum (naptiklad
betalaktamazy Stépi betalaktamova antibiotika)




Mechanismy rezistence 11:
vzajemne rozdily mezi nimi
N¢které rezistence jsou kodovany chromozomalné

Jin€ naopak plasmidové, pricemz plasmidy mohou
byt pfedavany vnitro- 1 mezidruhove

Neékteré jsou typu ,,bud’ — anebo®, zpravidla nejsou
prekonatelné zvySenym davkovanim antibiotika

Jin¢ naopak znamenaji kvantitativné vyjadritelné
zhorSeni citlivosti, vySSi davka muze rezistenci
prekonat (¢asto napfr. u aminoglykosidu)

U druhé skupiny je obtizné genotypovée urCeni




Mechanismy rezistence:

I. Betalaktamova antibiotika
» Zmeéna penicilin-vazajicich proteint (penicilin
binding proteins, PBP), napt. u MRSA
(podrobnéji pristé)
* SniZzena permeabilita membrany
* Produkce betalaktamaz, naptiklad:
— Stafylokokove penicilinazy
— Penicilinazy enterobakterii
— Cetalosporinazy ruznych mikrobu

— Sirokospektré betalaktamazy (podrobnéji pristé)




Betalaktamazy

» Existuje jich ruzné typy, mohou byt u€inné proti
vSem ¢C1 vEtSiné betalaktamovych atb €1 jen proti
nckterym z nich

* Mohou byt kddovany chromozomalné 1 plasmidové

* Principem je vzdy rozsté€peni betalaktamového
kruhu

Tabulku na ndsledujici strané uvddim jen pro
ilustraci, je to jen jedno z mozZnych clenéni. Je
opsana ze ,,Simona a Stilleho “, kteri ji zase prevzali

z ,,Animikrob. Ag. Chemother., 33, 1989, 271)




Klasifikace betalaktamaz dle Bushe

Charakteristika

Priklady

Enzymova skupina 1

Cefalosporinazy
(neinhibované kys. klavul.)

Chromosomy, u pseudo-
monad a enterobakteru

Enzymova skupina 2

Penicilizazy/cefalosporinazy
(inhib. kys. klavulanovou)

Plasmidy 1 chromozomy, u
klebsiel a stafylokoku

Enzymova skupina 3

Metalobetalaktamazy

G- nefermentujici, uCinkuji 1
na karbapenemy

Enzymova skupina 4

Penicilinazy, neinh. k. klav.

Chromosomalni, B. cepacia




Mechanismy rezistence:
II. Aminoglykosidy a makrolidy

Snizena vazba na cilové ribozomy

SniZzena permeabilita bunécné stény

Produkce 1naktivujicich enzymu
Mechanismy rezistence:

IT1I. Chloramtenikol

Snizena vazba na ribozomy
Snizena permeabilita
Produkce chloramfenikol-acetyltransterazy




Mechanismy rezistence:
IV. Tetracykliny

Nedostupnost cilovych ribozomi
Aktivni bunéCny eflux (vyluCovani atb z bunky)

Mechanismy rezistence:
V. Chinolony

Rezistence DNA-gyrazy
Snizena permeabilita pro antibiotikum
Aktivni bunéCny eflux




Mechanismy rezistence:
V1. Sulfonamidy, trimetoprim

» Rezistence syntetazy kyseliny dihydrolistoveé
» Rezistence reduktazy kyseliny dihydrolistové

* Snizend permeabilita

— e S




Dalsi duvod 1n vitro neucinnosti:
Bakterie v biofilmu

Ndsledujicich nekolik obrazovek je prevzato,
preloZeno a upraveno z prezentace mé
kolegyneé:

MUDr. Lenka Cernohorska, PhD.:
Antimicrobial resistance of biofilm-
forming bacteria




Stadia rozvoje biofilmu
Primy kontakt planktonickych bakterii s
povrchem - | —
Prilnuti na tento povrch =

Adhese, riust a shlukovani bakterii do

mikrokolonii o
Produkce polymerické matrix e

Vytvoreni tfidimenzionalni struktury znamé
jako biofilm




Hlavni vyznam tvorby biofilmu
» Bakterie v biofilmu jsou chranény proti
* uCinku antibiotika

» imunitni odpovédi hostitele

e desinfekci

Biofilm je i
slizka vrstva na
kameni v potoku




Neucinnost antibiotik muze byt
zpusobena
Polyanionickym ndbojem usazenych bunék
Snizenym mnoZzenim bakterii
Difusni bari€rou glykokalyxu

Reakci s matrix biofilmu

Tvorbou chranénych fenotypu

Mechanismy intercelularni signalizace
(quorum sensing)

Vlivem imunitni odpovédi hostitele




Priklad: citlivost kmene
Staphylococcus aureus Cislo 351

351

amp/sulbact.

tetracyklin

klindamycin

ofloxacin

teikoplanin

vankomycin

* Cithivé dle konvencéniho stanoveni MIC




Reseni
* Myslet na realnou skuteCnost, ze bakterie neziji
jen v planktonické forme, ale 1 ve formé
biofilmu (zeyména u nékterych typt infekci)
» Vyuzivat synergickych kombinaci antibiotik
* Vedle MIC vysetfovat 1 MBIC, a to nejen na
jednotliva atb, ale 1 na kombinace

Tato problematika je v soucasnoti predmétem
vyzkumnych ukolu. Realitou je i to, Ze in vivo
miize byt terapie uspésnd i tam, kde podle in
vitro stanoveni MBIC by byt neméla




Metody zjiSt'ovani citlivosti 1n vitro

» ZjiStovani citlivosti in vitro = v laboratofi
* Nezaruci stoprocentni u€innost 1€Cby

» Presto vhodné u vétSiny nalezi
kultivovatelnych patogennich bakterii

eV béznych pripadech
kvalitativni testy (citlivy -
rezistentni)

e U zavaznych pacientu
kvantitativni (zjiStujeme MIC)




Diftizni diskovy test

Na MH (nebo jiny) agar se StétiCkou plosné
naoCkuje suspenze baktérie

Pak se nanaseji tzv. antibioticke disky — papirky
napusténe antibiotikem

Atb difunduje (prostupuje) z disku agarem dal
Koncentrace atb klesa se vzdalenosti od disku

Pokud mikrob roste az k disku, nebo ma jen malou
zonu, je rezistentni (necitlivy)

Je-11 kolem disku dost velka zona citlivosti (vEtsi
nez stanovena hranice), je citlivy.




Diftizni diskovy test

Tato pseudomonada,
stejné jako
enterobakterie,
stafylokoky ¢i i 3
enterokoky, roste na || /%
b&zném MH agaru. |}
Zato streptokoky,
neisserie, G+ tyCky a
jin¢€ se musi testovat |
na jinych pudach.




E-testy

* Podobné v principu diftiznimu diskovému testu
» Misto disku se vSak pouzije prouzek
 V prouzku stoupajici koncentrace atb od

jednoho konce ke druhému (ziskano diky
specialni technologii — proto jsou tak drah¢)

» ZOna neni kruhova, ale vejcita.

» Test je kvantitativni

* Na papirku je stupnice — jednoduché odecitani
(viz obrdzek na dalsi obrazovce)




E-test:
ukazka

* Hodnota
MIC je v
tomto
pripadé
0,75 mg/l
(tam, kde
okraj zony
kiizi
stupnici)




Mikrodilucni test

Atb je v fadé dulku v plastové desticce,
koncentrace postupné klesa

Nejnizsi koncentrace, ktera inhibuje rust,
predstavuje hodnotu MIC

V prilozené Sablon€ je zpravidla oznaCen
breakpoint. Je-11 MIC nizsi nez breakpoint, je
kmen cilivy. Je-li MIC vySSi, je rezistentni
Jedna destiCka se zpravidla pouzije pro jeden
kmen, napt. 12 antibiotik, kazdé v 8 riznych
koncentracich (presnéji: dvandcté jen v sedmi,
rohovy dilek vpravo nahore je kontrola ristu)




test — ukazka

cni

Mikrodilu




Interpretace stanoveni MIC

e [dealni

je nastolit stav aktivni spoluprace

klinického oddéleni a mikrobiologie

» Pokud se stanoveni MIC pouziva jen kvalitativné

(jako ,,|
e Klinik |

epsi diskovy test™), je to Skoda
oy mél chtit védét, jaky je pomér mezi

MIC a

breakpointem pro jednotliva antibiotika, a

pi1 vybéru ATB volit 1 podle tohoto poméru.

* Na druhé¢ strané, konecny vybér antibiotika je na
klinikovi — mikrobiolog nezna dalsi souvislosti
(alergie, stav jater a ledvin pacienta apod.)




Interpretace testu |

Model
sablony
mikrodil.
testu
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Interpretace testu 11

Model
sablony

mikrodil.

testu

Break-
point je
roven 8

640 Kmen

32 O]asne

tentni

8
4
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ale Ize
preko-
natzvys




Kdy nestaci ,,citlivost®

* U mocovych infekci by nas mél zajimat
breakpoint odvozeny od koncentraci
dosazitelnych v moci, nikoli v séru. (U vétSiny
mocovych infekci se ovSem MIC nezjistuje)

» U abscesu, procesu v kostech a zejména u
meningitid: breakpointy jsou vyjadienim
koncentrace atb pfedevSim v séru, a Ze v riznych
mistech téla mohou byt mnohem nizsi

» Je take nutno pocitat s tim, ze mikroby mohou
existovat ve forme biofilmu — nutno urCovat
hodnoty napt. minimalni biofilm eradikujici konc.




Urcovani MBIC a MBEC

* Hodnoty MBIC (minimalni biofilm
inhibujici koncentrace), popr.
MBEC (minimalni biofilm
eradikujici koncentrace) se meri
specialnimi, zatim jen vyzkumné
provadénymi postupy. V podstaté
jde o kombinaci mikrodilu¢niho A
testu s tzv. Christensenovou B
metodou, kde se biofilm vizualizuje
krystalovou violeti .




Znstovani faktoru rezistence

* N¢kdy je 1épe specialnimi metodami zjiStovat
pritomnost konkrétnich faktoru rezistence,
napt. betalaktamaz.

* Muze se jednat o diagnostickeé prouzky
(chemicky prukaz dan€ho enzymu) nebo testy
na jiném principu.

* Pouziva se zeyména tam, kde testy citlivosti
nedavaji spolehlivé vysledky (z ruznych
davodu, napt. nepuisobi testovana latka primo,
ale jeho metabolit, a podobné)




Testovani kmenu na produkci béznych
betalaktamaz

* Pouziva se tam, kde vysledek difusniho
diskového testu, popt. ani mikrodilu¢niho testu
neni spolehlivy

« Zejmeéna se to tyka
»neisserii (penicilin)
» Moraxella catarrhalis (ampicilin)
» Haemophilus influenzae (ampicilin)

* Provedeni testu je stené jako u biochemickych
identifikaCnich testil (oxidazovy test)




Testovani na produkci

Sirokospektrych betalaktamaz

» U Sirokospektrych bekalaktamaz ma inhibitor
betalaktamazy (napf. kyselina klavulanova) svuj
ucinek, 1 kdyz neni dle dostupnych udaju dostateCny
pro 1¢¢bu 1n vitro. Lze ho '
vSak vyuzit — Cini-l1 rozdil
mezi zonami kolem diski
cefotaximu (ceftazidimu)
bez inhibitoru a s nim vice
nez pét milimetrua, je kmen
povazovan za producenta
(3irokospektré) B-laktamazy. |
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Pouzita literatura: 0. Lochmann: Strutny

C. Simon, W. Stille: pruvodce 1€C¢bou

De¢ekuji za

p() 70rnost Antibiotika v sou¢asné antibiotiky a

I¢karské praxi. chemoterapeutiky




