Hlavni mechanismy rezistence.
In vitro testovani citlivosti a rezistence.

Ziaklady antimikrobialni terapie — VSATOS1
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Rezistence mikrobu na
antimikrobialni latky
* Primarni rezistence: vSechny kmeny dancho
druhu jsou rezistentni. Priklad: betalaktamova atb

nepusobi na mykoplasmata, ktera viibec nemayji
bunécCnou sténu.

* Sekudndarni rezistence: vznikaji necitlive
mutanty, a ty pr1 selekénim tlaku antibiotika
zacnou pievazovat. (Escherichie mohou byt
citlivé na ampicilin, ale v posledni dob¢ vyrazné
pribyva rezistentnich kmenu
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It was on a short-cut through the hospital kitchens that Albert
was first approached by a member of the Antibiotic Resistance.




Mikrol

Mikro

Mikrol

Mechanismy rezistence I
b zabrani vniknuti antibiotika do bunky

v aktivné vypuzuje atb z bunky

b zmeni cilovy receptor nebo nabidne

antibiotiku falesny receptor

Mikrob prodéla metabolicke zmény, jez atb zabrani
vyvinout ucinek v obvyklych cilovych strukturach

Mikrob enzymaticky Stépi antibiotikum (napfiklad
betalaktamazy Stepi betalaktamova antibiotika)
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Altered Target Sites  (3)
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Mechanismy rezistence 1I:
vzajemne rozdily mezi nimi
N¢ktere rezistence jsou kodovany chromozomalné

Jin¢ naopak plasmidove, pricemz plasmidy mohou
byt predavany vnitro- 1 mezidruhové

Nc¢ktere jsou typu ,,bud’ — anebo®, zpravidla nejsou
prekonatelne zvySenym davkovanim antibiotika

Jin¢ naopak znamenaji kvantitativné vyjadritelné
zhorSenti citlivostl, vyssi davka muze rezistenci
prekonat (Casto napf. u aminoglykosidu)

U druhe¢ skupiny je obtizn¢ genotypove urceni
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Mechanismy rezistence:

I. Betalaktamova antibiotika
» Zmena penicilin-vazajicich proteinu (penicilin
binding proteins, PBP), napf. u MRSA
(podrobnéji priste)

* Snizena permeabilita membrany

* Produkce betalaktamaz, napriklad:
— Stafylokokove penicilinazy
— Penicilinazy enterobakterii
— Cefalosporinazy ruznych mikrobu

vIv 6 Vv

— Sirokospektré betalaktamazy (podrobnéji piisté)




Betalaktamazy

» Existuje jich ruzné typy, mohou byt u€inné proti
vSem ¢1 vétSin€ betalaktamovych atb €1 jen proti
nc¢kterym z nich

* Mohou byt kodovany chromozomalné 1 plasmidove

* Principem je vzdy rozsStépeni betalaktamoveho
kruhu

Tabulku na nasledujici strané uvadim jen pro
ilustraci, je to jen jedno z moznych cleneni. Je
opsana ze ,,Simona a Stilleho “, kteri ji zase prevzali

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




B Resistenz gegen Penicilling Die Pemallinase spaltet Penicillin,
O chne treversibel mit ihm zu reagieren
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Penicilinaza — Gprvni betalaktamaza

http://www.fth-lueneburg.de/ul/gym03/expo/jonatur/wissen/biologie/mikrobio




http://www.th-lueneburg.de/ul/gym03/expo/jonatur/wissen/biologie/mikrobio

Schutz des Penicillin - Molekills vor der Penicillinase

durch chermische Verinderung z.B. Oxzaallin,
B: das Prinzip,

a €3  Berzyl - Penicillin

% e-* Oxacillin

& Oxacilin — ochrana proti
'f‘ stafylokokové penicilinaze




Funkce betalaktamazy

http://www.chemistry.org/portal/a/c/s/1/acsdisplay.html?DOC=patentwatch%5Carchive%5C011
904 patentwatch.html
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Klasifikace betalaktamaz dle Bushe

Charakteristika

Priklady

Enzymova skupina 1

Cefalosporinazy
(neinhibovane kys. klavul.)

Chromosomy, u pseudo-
monad a enterobaktert

Enzymova skupina 2

Penicilizazy/cefalosporinazy
(inhib. kys. klavulanovou)

Plasmidy 1 chromozomy, u
klebsiel a stafylokoku

Enzymova skupina 3

Metalobetalaktamazy

G- nefermentujici, ucinkuyi 1
na karbapenemy

Enzymova skupina 4

Penicilinazy, neinh. k. klav.

Chromosomalni, B. cepacia




TEM-1 betalaktamaza E. coli




Alterace PBP (penicilin binding proteins)

http://www.proteinexpert.com/RD-services/Protein-engineering.php
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Mechanismy rezistence:
II. Aminoglykosidy a makrolidy

SniZzena vazba na cilové ribozomy

SniZzena permeabilita bunécne stény

Produkce naktivujicich enzymu
Mechanismy rezistence:

III. Chloramfenikol

Snizena vazba na ribozomy
Snizena permeabilita

Produkce chloramfenikol-acetyltransferazy




Jak streptomycin (€1 jiny
aminoglykosid) prestane byt uCinny

Sy
Streptomycin

http://www.ideacenter.or

g/contentmgr/showdetails
.php/1d/1145

Rezsult of
Mulation

Slreplomycin streptomycin




Mechanismy rezistence:
IV. Tetracykliny

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

Mechanismy rezistence:
V. Chinolony

Rezistence DNA-gyrazy
Snizena permeabilita pro antibiotikum

Aktivni bunéCny eflux




Eflux




S1lnéjSi chinolon (ciprofloxacin) je jeste
ucinny, slabsi uz ne. Ale 1 pri pouziti toho
s1ln¢jSiho je nutna opatrnost!

www.microbes-edu.org/etudiant/antibio3.html.




Mechanismy rezistence:
V1. Sulfonamidy, trimetoprim

» Rezistence syntetazy kyseliny
dihydrolistove

» Rezistence reduktazy kyseliny
dihydrolistove

* Snizena permeabilita
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Some penes enabfe bacteria to “fearn” new tactics for eveding and
inhibiling antibiotics
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Resistence — shrnuti

 Jak jsme vidéll, je cela rada mechanismu
rezistence, a cela fada moznosti genetického
kodovani
» Tudiz nelze ke vSem rezistencim pristupovat stejne:
— Neékteré jsou epidemiologicky vyznamné, jiné ne.
— Neéktere se tykaji jen jednoho antibiotika, jiné celé
skupiny Ci nékolika skupin
— Nektere 1ze prekonat zvySenym davkovanim
antibiotika (jde spiSe o kvantitativni posun, ,,horsi
ucinnost® — Casté napr. u aminoglykosidu)
— U jinych jde o rezistenci ,,bud’ anebo*. Pokud je, nelze ji
piekonat ani mnohonasobkem normalni davky




Prenos
resistence

http://www.mja.co
m.au/public/issues/
177 06 160902/col
10836 _fm.html
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Prenos genu pro rezistenci ruznymi
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Selekce
rezistentnich

kmenu

wWWwWw.answers.com/topic/ant
ibiotic-resistance-gif.
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Dalsi duvod 1n vitro neucinnosti:
Bakterie v biofilmu

Nasledujicich nékolik obrazovek je prevzato,
preloZeno a upraveno z prezentace me
kolegyné:

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




Stadia rozvoje biofilmu

Primy kontakt planktonickych bakterii s
povrchem =+ —

Pri]

nuti na tento povrch <=

Ad

mikrokolonii %

nese, rust a shlukovani bakterii do

-

Produkce polymericke matrix —_—

Vytvoreni tridimenzionalni struktury zname
jako biofilm

e




Hlavni vyznam tvorby biofilmu

» Bakterie v biofilmu jsou chranény proti
* uCinku antibiotika
* 1imunitni odpoveédi hostitele

e desinfekci

Biofilm je i
slizka vrstva na
kameni v potoku




Neucinnost antibiotik muze byt
Zpusobena
* Polyanionickym nabojem usazenych bunck
* Snizenym mnozenim bakterii
* Difusni barierou glykokalyxu
» Reakci s matrix biofilmu

» Tvorbou chranénych fenotypu

* Mechanismy intercelularni signalizace
(quorum sensing)

* Vlivem imunitni odpovedi hostitele




Priklad: citlivost kmene
Staphylococcus aureus cislo 351

MIC | MBIC
o125 | o

tetracykhn e 64

klindamycin (PR 32

i Oﬂoxacm 0.25% >8
telkoplamn 0.031%* >8

o5 | @

* Cithhvé dle konvencniho stanoveni MIC




Resent
» Myslet na realnou skuteCnost, ze bakterie neziji

jen v planktonicke formé, ale 1 ve form¢e
biofilmu (zejmena u nékterych typu infekci)

* Vyuzivat synergickych kombinaci antibiotik

* Vedle MIC vySetrovat i MBIC/MBEC, a to
nejen na jednotliva atb, ale i na kombinace

* Vyuzivat jinou nez atb terapii (vymena
katetru, lokalni 1éCba a podobn¢)

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




Metody zjiStovani citlivosti in vitro

o ZjiStovani citlivosti in vitro = v laboratori
» Nezaruci stoprocentni ucinnost leCby

* Presto vhodne u vétSiny nalezu
kultivovatelnych patogennich bakterii

V béznych pripadech kvalitativni
testy (citlivy - rezistentni)

U zavaznych pacientu kvantitativni
(zjisSCujeme MIC)




Difuzni diskovy test

Na MH (nebo jiny) agar se StétiCkou plosné
naocCkuje suspenze bakterie

Pal
naj
At

K se nanaseji tzv. antibioticke disky — papirky
pusSténe antibiotikem

b 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 cithvy.




Diftzni diskovy test

» Tato pseudomonada,
stejné jako
enterobakterie,
stafylokoky ¢1
enterokoky, roste na _ / .
bézném MH agaru. ||

Zato streptokoky,




E-testy

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

jednoho konce ke druheému (ziskano diky
specialni technologii — proto jsou tak drahg¢)

» ZoOna neni kruhova, ale vejcita.

» Test je kvantitativni

* Na papirku je stupnice — jednoduch¢ odecitani
(viz obrazek na dalsi obrazovce)




E-test:
ukazka

* Hodnota
MIC je v
tomto
pripad¢
0,75 mg/l
(tam, kde
okraj zony
ktizi
stupnici)




Mikrodilucni test

Atb je v rad¢ dulku v plastove desticcee,
koncentrace postupné klesa

v \Ww/

Nejnizsi koncentrace, ktera inhibuje rust,
predstavuje hodnotu MIC

V prilozene Sablon€ je zpravidla oznacCen
breakpoint. Je-11 MIC niz8i nez breakpoint, je
kmen cilivy. Je-li MIC vysSi, je rezistentni
Jedna desticka se zpravidla pouzije pro jeden
kmen, napt. 12 antibiotik, kazde v 8 ruznych
koncentracich (presnéji: dvanacte jen v sedmi,
rohovy dulek vpravo nahore je kontrola rustu)




Mikrodilucni test — ukazka
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Interpretace stanoveni MIC

» Klinicky mikrobiolog by s1 mél vSimat nejen
citlivosti €1 rezistence, ale 1 napr. vzestupu MIC,
ktery stale jesté zustava v pasmu citlivosti

* V ramci konzultace pracovnika antibiotickeho
sttediska je mozn¢, ze pracovnik navrhne 1
pouziti antibiotika, kde vysledek vyjde jako
,,rezistentni®, rezistence je vSak prekonatelna
zvySenym davkovanim

* To je vSak mozne jen u nékterych antibiotik, u
jinych by byl takovy postup nespravny




Priklady interpretace MIC (1)

Model
sablony
mikrodil.
testu
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Priklady interpretace MIC (2)

Model
sablony
mikrodil.
testu

| o B
4 |Break-

point je
roven 8
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Kdy nestaci ,,citlivost*

» U mocovych infekci by nas mé€l 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 zeymena u
meningitid: breakpointy jsou vyjadienim
koncentrace atb pfedevSim v séru, a Ze v riznych
mistech t€la mohou byt mnohem nizsi

 Je take nutno pocitat s tim, ze mikroby mohou
existovat ve form¢ biofilmu — nutno urCovat
hodnoty napf. minimalni biofilm eradikujici konc.




MIC versus MBIC a MBEC

» Zatimco MIC je metoda urCujici minimalni

inhibi¢ni koncentraci ATB u planktonicke formy,
MBIC zjisti inhibici a MBEC eradikaci
bakterialniho biofilmu.

Vypovida tedy Iepe o skuteCném ucinku antibiotika

..’

na bakterie zijici ve form¢€ biofilmu.
» MBEC odpovida nejnizsi koncentraci antibiotika,
kde jesté¢ prokazeme eradikaci biofilmu




Urcovani MBIC a MBEC

* Hodnoty MBIC (minimalni biofilm inhibujici
koncentrace), popt. MBEC (minimalni biofilm
eradikujici koncentrace) se meri specialnimi, zatim
jen vyzkumné provadénymi postupy. Muze jit o

kombinaci mikrodiluc¢niho testu s tzv.

Christensenovou metodou, kde se biofi!

vizualizuje krystalovou violeti, nebo o ]

m

In¢ zpusoby,

jak zviditelnit, ze na misté zustal biofilm.







Jak se odecita MBEC 1

DestiCky A a B se

prilozi k sobé a odecitaji

spolecné. Dv¢ destiCky jsou nutne proto, ze

hodnoty v zaklac

ni desticce, na rozdil od

testovani MIC, z

oravidla nestaci, takze je

desticku nutno ,,nastavit*

Lze s1 celou dvojici destiCek predstavit jako
jednu desticku, kde je kazdé antibiotikum
v Sestnacti ruznych koncentracich




Jak se odecCita MBEC II

Zelen¢ krouzky oznacuji dulky
s hodnotami MBEC pro atb
ve druhém az patém sloupci.
Pro antibiotikum v prvnim
sloupci nelze hodnotu MBEC
urcit, je prilis vysoka (vySsi
nez sledovane)
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Znstovani faktoru rezistence

* N¢kdy je 1eépe specialnimi metodami zjisStovat
pritomnost konkrétnich faktoru rezistence,
napr. betalaktamaz.

* MuzZe se jednat o diagnostické prouzky
(chemicky prukaz danc¢ho enzymu) nebo testy
na jiném principu.

* Pouziva se zeyjmena tam, kde testy citlivosti
nedavaji spolehlive vysledky (z ruznych
duvodu, napt. nepusobi testovana latka ptimo,
ale jeho metabolit, a podobn¢)




Testovani kmenu na produkci béznych
betalaktamaz

* Pouziva se tam, kde vysledek difusniho
diskoveho testu, popf. an1 mikrodilu¢niho testu
neni spolehlivy

* Zejmena se to tyka
»neisserii (penicilin)
» Moraxella catarrhalis (ampicilin)
» Haemophilus influenzae (ampicilin)

* Provedeni testu je stejne jako u biochemickych
1dentifikaCnich testu (oxidazovy test)




Testovani na produkci

Sirokospektrych betalaktamaz

» U Sirokospektrych bekalaktamaz ma inhibitor
betalaktamazy (napf. kyselina klavulanova) svi;
ucinek, 1 kdyz neni dle dostupnych udaju dostatecny
pro 1eCbu 1n vitro. Lze ho PPy
vsak vyuzit — Cini-li rozdil
mezi zonami kolem disku
cefotaximu (ceftazidimu)
bez inhibitoru a s nim vice
nez pét milimetru, j¢ kmen
povazovan za producenta
(Sirokospektré) B-laktamazy.




Genotypove metody

* V posledni dob¢ se ¢im dal vice prosazuje take
detekce genu zodpovédnych za rezistenci

* Nutno s1 ale uvédomit, ze pritomnost genu jesSté
neznamena jeho expresi. Ta muze byt dana jak
pritomnosti dalsich genu, tak 1 fadou jinych faktoru

* Fenotypové metody jsou tedy nezastupitelneé




Pouzita literatura: 0. Lochmann: Stru¢ny

D¢kugi za

C. Simon, W. Stille: pruvodce 1é¢bou
pPOZOrno St Antibiotika v sou¢asné antibiotiky a
1¢karské praxi. chemoterapeutiky

Neoznacene fotografie
pochazeji z archivu MU

http://www.warnwisconsin.o
rg/consumet/childcare-
education.htm




