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UvVOoD

Tato prace by méla dostate¢né piiblizit informace o antibiotikach a skupinach,
do jakych se déli, jaka antibiotika tam patfi, jejich mechanismus a sila u¢inku. Zamétuje
se také na to, jak se maji antibiotika spravné uzivat a za jakych okolnosti by se mély
predepisovat. Kazdému nasazeni antibiotik by méla predchdzet mikrobiologicka
vySetieni, aby se zjistil pivodce infekce a poptipadé jeho citlivost na antibiotika. Hned
V prvni kapitole je popsano, kdo ptispé€l k pievratnému objevu antibiotik a tim naprosto
zménil dosavadni zdravotnictvi.

V této praci je také popsano, co to jsou gramnegativni ty¢ky a jejich srovnani
s grampozitivnimi bakteriemi. V mikroskopu totiz vidime bakterie, které vypadaji jako
malé tycky a jsou Cervené zbarvené. Gramnegativni tyCky se stavaji ¢im dal vétsi
problém ve zdravotnictvi, hlavné kvtli nartistu rezistence 1 k rezervnim antibiotikim.

Problém rezistence bakterii na antibiotika je hlavnim tématem moji prace.
Odoln¢ bakterie stale pribyvaji a dokazi se rychle pfizptisobit. Bakterie mohou byt
rezistentni na nékolik druhii antibiotik nebo huaf, na n€kolik skupin antibiotik zaroven.
Nejcastéjsi typ rezistence zpusobuji bakterie, které produkuji beta-laktamazy, coz jsou
enzymy, které rozkladaji beta-laktamova antibiotika, kam patii napft. penicilin.

Prakticka c¢ast mé prace se zabyva hlavnim cilem prace, cili ovéreni metody
MALDI-TOF-MS  na  ruznych izolatech z  Celedi  Enterobacteriaceae
a Pseudomonadaceae produkujicich rizné karbapenemazy a urceni senzitivity metody.

Téma jsem si vybrala, protoze mi pfijde velmi zajimavé. Na stiedni a vysoké
Skole jsme bohuzel neméli dost prostoru, abychom toto téma dostatecné probrali, tak
jsem se prostfednictvim této prace chtéla dozvédét vice o antibiotikach a rezistenci
na né. Dalsi diivod je, Ze j& sama dostavam nékolikrat do roka antibiotika na nemoci,

u kterych jina moznost neni.
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TEORETICKA CAST

1 STRUCNA HISTORIE ANTIBIOTIK

V roce 1889 byl Paul Vuillemin prvni, kdo objevil, ze zivi tvorové mohou
vytvaret latky, které usmrcuji nebo inaktivuji jiné. Tento proces nazval jako ,,antibiosa®.
Pojem ,,antibiotikum® zavedl americky mikrobiolog a objevitel streptomycinu Selman
Waksman (8).

Koncem 19. stoleti se badatel¢ zabyvali vyuzitim neSkodnych bakterii k 1€cbé
nemoci zptisobenych Skodlivymi bakteriemi. V roce 1877 popsal Louis Pasteur se svym
kolegou Julesem Joubertem, jak lze neskodnymi pidnimi bakteriemi potlacit antrax.
V roce 1888 byl objeven prvni pfirodni antibakteridlni produkt, nazval se pyocyanaza.
E. de Freudenreich zjistil, Ze Pseudomonas aeruginosa zastavuje rist jinych bakterii.
Kdyz se ale pyocyanaza podala pacientim, zjistilo se, Ze je toxicka. V roce 1898 dva
cesti 1ékafi, dermatolog Jaroslav Bukovsky a mikrobiolog Ivan Honl, Gspé$né 1é€ili
bércové viedy opakovanym piikladanim extraktu z Pseudomonas aeruginosa. Ptipravek
nijak neposkozoval lidské bunky. Extrakt byl pozd¢&ji pouzivan jako soucast Anginolek,
které byly ve formé spreju a tablet uréeny K lokalni 1é¢bé zanétu mandli (8,17).

V roce 1928 ucinil Alexander Fleming zasadni objev. KdyZ se vratil z vikendu,
vS§imnul si, Ze na jedné staré¢ pude¢, kterou neuklidil, byla 1yza jiz vyrostlych kolonii
stafylokoka. Usoudil tedy, Ze to zpusobil néjaky produkt plisné€, ktera vyrostla vedle

kolonii. Latku nazval ,,penicilin®, protoze ji produkuje plisenn Penicillium notatum (8).
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2 VLASTNOSTI ANTIBIOTIK

Antibiotika jsou produkovana nékterymi mikroby. V malych koncentracich
inhibuji  aktivitu kterékoliv buiikky. Inhibicni uc¢inek maji na eukaryotické
1 prokaryotické bunky. Je pro n¢ typicka selektivni toxicita, takze piisobi pouze na urcité
bunky (spektrum ucinku) (16).

Antibiotika jsou urcend k lécbé bakteridlnich infekci. Pokud se antibiotikum
podd na jinou nez bakteriadlni infekci, je 1éCba neuCinna a pacienta to muze spiSe
poskodit, nez aby ho to uzdravilo. VSechna antibiotika plsobi na vice bakterii,
to znamend, ze ,,zabijeji* 1 naSi pfirozenou mikrofloru, coz ma za nasledek osidleni
nemocného ¢loveéka mikroorganismy, které vyvolavaji dalsi zdravotni komplikace (3).

Aby se antimikrobidlni latka mohla podavat jako 1€k, musi potlacovat mnozeni
mikroorganismli nebo je zabijet v takovych davkach, které nejsou toxické pro nas
organismus. Tento pomér se nazyvéa chemoterapeuticky index. Cim je hodnota indexu

vyssi, tim je latka pro nas mén¢ toxicka, takze pro 1é¢bu vhodna (9).

2.1 U&inek antibiotik

Nékteré antibakteridlni latky inhibuji pouze rist bakterii (bakteriostatické) a jiné
latky bakterie zabijeji (baktericidni), viz tabulka ¢. 1. Cili bakteriostaticky d&j je vratny
a baktericidni je nevratny a rychly, zfejmy ucinek byva do 48 hodin. N&kdy je tato
klasifikace ne zcela jednoznacnd, protoze nckteré latky mohou usmrcovat pouze urcité
druhy, ale na ostatni plisobi bakteriostaticky, pfikladem je chloramfenikol, ktery zabiji

Heamophilus influenzae, ale inhibuje rtust Escherichia coli (6).

Tabulka €. 1: Piehled ucinku antibiotik uvedenych v této praci.

Uc¢inek antibiotik na bakterie

bakteriostaticky baktericidni
] peniciliny
makrolidy cefalosporiny
streptograminy karbapenemy
tetracykhr_]y glykopeptidy
glycylcykliny polypeptidova antibiotika
linkosamidy aminoglykosid
amfenikoly y d

chinolony

Zdroj: Vlastni
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2.2 Mechanismy u¢inku antibiotik

1.

Inhibice syntézy bunétné stény, to vede k lyze buniky a smrti bakterie. Tento
mechanismus ucinku maji beta-laktamova antibiotika, ktera se vazi na PBP
(penicilin vazajici protein). Latky s timto G¢inkem ovliviluji bakterie jen v dobé
jejich rustu, ale maji baktericidni efekt.

Poskozeni cytoplazmatické membrany, to vede ke zmén¢ permeability, naruseni
iontové rovnovahy a nakonec k zabiti bakterie. Tento efekt je také baktericidni
a zpusobuji ho napft. polymyxiny.

Inhibice syntézy nukleovych kyselin. Takto ptisobici latky jsou napf. chinolony
a sulfonamidy.

Inhibice proteosyntézy. Napf. aminoglykosidy se vazi na podjednotku
30 S ribozomt a zpuisobuji bud'to predcasné ukonceni proteosyntézy, blokuji jeji

zahajeni a v¢lenuji nespravné aminokyseliny (5).

2.3 Spravné pouziti antibiotik

2.3.1 Zasady spravného pouZziti antibiotik

Antimikrobidlni 1éky jsou podavany velmi Casto, proto se musi dodrZovat urcité

zasady, které by mély predejit rezistenci bakterii na antibiotika.

Pii preskripci antibiotik je nezbytné zvazit nasledujici okolnosti:

zdali se jedna o infek¢éni onemocnéni;

jestli je infekce bakterialni, virova, mykoticka ¢i parazitarni;

jaké antibiotikum bude nejlepsi pouzit z farmakologického hlediska (vazba
na bilkoviny, vylu¢ovani, vstiebavani atd.);

musime urcit citlivost nebo rezistenci ptivodce na antimikrobialni latku;

znalost bakterialniho osidleni mista, kde se infekce nachazi;

nezadouci U¢inky 1€ki;

celkova doba uZzivani antibiotik, interval mezi 1éky a mnoZzstvi davky;

jestli je nutné 1écbu nasadit hned nebo pockat na presnéjsi vysetieni (2).
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2.3.2 Empirick4, ivodni a cilen4 terapie

Empirické terapie je postup, ktery vychazi z obecnych predpokladii pro volbu
antibiotik. Pfed zahajenim 1écby se tedy neprovadi Zzadny odbér vzorku pro
mikrobiologické vysetieni, 1ékaf to bud’ nepoklada za nutné nebo vhodny vzorek nelze
z n¢jakého diivodu ziskat.

Zahajeni uvodni terapie vzdy predchdzi odbér vzorku pro mikrobiologické
vysetieni. Tato 1écba se indikuje u vaznych infekci. Jejim smyslem je co nejdiive piejit
na cilenou terapii, ktera je zaméfena na prokazaného puvodce infekce a vychazi

z vySettené citlivosti (3,11).
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3 SKUPINY ANTIBIOTIK

3.1 Beta-laktamova antibiotika

Latky v této skupiné maji ve své molekule beta-laktamovy kruh, dalsi spole¢nou
vlastnosti je stejny mechanismus ucinku, podobnéd antimikrobialni Uc¢innost, dobra
snaSenlivost a pii rozlozeni beta-laktamového kruhu ztrata ucinnosti. Proti
intracelularnim organismim jsou neuc¢inné. Jen novéjsi beta-laktamy pusobi proti

pfirozen¢ rezistentnim bakteriim (napt. Pseudomonas aeruginosa) (1,5,6).

3.1.1 Peniciliny

Peniciliny jsou antibiotika, ktera se pouzivaji nejdéle. Vyznamnou vlastnosti
penicilind je, ze jsou malo toxické, tudiz se mohou podavat i v té¢hotenstvi. Naopak
nezadoucimi  vlastnostmi jsou alergie na peniciliny, které mohou pfejit
az k anafylaktickému Soku (5).

Peniciliny a cefalosporiny maji stejny mechanismus ucinku. V plazmatické
membrané bakterii maji peniciliny specifické misto, kam se vazi, nazyva se ,,peniciliny
vazici proteiny.” Inhibuji syntézu peptidoglykanu u G+ bakterii, ktera vede k rozkladu
a smrti bunky (1,5).

Do skupiny aminopenicilinii patii amoxicilin a ampicilin. Proti Haemophilus
influenzae a Enterococcus spp. jsou vice u¢inné, nez peniciliny G. Dale jsou ucinné
proti Enterobacteriaceae neprodukujici beta-laktamazu. V bézné praxi jsou nejéastéji
podavanymi Sirokospektrymi peniciliny a jejich G¢innost Ize rozsifit inhibitory beta-
laktamaz. Bohuzel se po jejich podani objevuji alergické reakce Castéji nez u penicilinu
(1,5,13).

Dalsi skupinou jsou antistafylokokové peniciliny, kam patii oxacilin, cloxacilin,
dicloxacilin a meticilin. Jsou stabilni v kyselém prosttedi a vac¢i penicilindze
Staphylococcus aureus. Jejich spektrem ucinku jsou tedy hlavné streptokoky
a stafylokoky. Meticilin se mtze podavat pouze parenteralné a je celkem toxicky, proto
se nahrazuje oxacilinem (1,13).

Zastupcem skupiny acylureidopenicilinti je piperacilin. Tyto 1éky jsou urceny

k 1é¢beé tézkych infekei, hlavné nozokomialnich, které jsou vyvolany pseudomonadami.
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Maji mnoho nezadoucich ucinki a nejsou odolné vici beta-laktamazam. Piperacilin

dobfte pronika do tkani a prostupuje placentarni membranou (1,5,13).
3.1.2 Inhibitory beta-laktamaz

Patii sem: kyselina klavulanovd, sulbaktam a tazobaktam. Inhibuji néckteré
serinové beta-laktamazy. Pouzivaji se hlavné v kombinaci s antibiotiky, protoze
rozSifuji antimikrobni spektrum o stafylokoky. Nepodavaji se samostatné, protoze

krom¢ sulbaktamu maji velmi slaby antimikrobialni u¢inek (1,5).
3.1.3 Cefalosporiny

Stejn¢ jako peniciliny inhibuji rist bunécné stény bakterii, jsou ale odolngjsi
proti beta-laktamazam, takze maji $ir$i spektrum u¢inku. Jsou relativné malo toxické,
ale k nezadoucim 0¢inkiim patii alergie. Tato antibiotika lze podavat parenteralné
1 peroralng.

Puvodni cefalosporiny jsou produkty houby Cephalosporium acremonium, dnes
se ale vyrab¢&ji synteticky. Zékladem je kyselina 7-aminocefalosporanovd a ve své

struktufe maji ¢tyiclenny beta-laktamovy kruh. Jsou stabilni v kyselém prostiedi (1,5).

Mikrobiologicka klasifikace a spektrum tcinku:
1. Generace: G+ bakterie (cefalexin, cefazolin)
2. Generace: G+ i G- bakterie (cefamandol, cefuroxim)
3. Generace: G- bakterie (cefoperazon, ceftazidim, cefotaxim)
4

Generace: G+ i G- bakterie, P. aeruginosa (cefpirom, cefepim) (1)
Piirozena rezistence: Listeria spp. a Enterococcus spp. (1)
3.1.4 Karbapenemy

Maji Siroké spektrum ucinku a jsou stabilni viici piisobeni vétSiny beta-laktamaz.
Pouzivaji se jako rezervni antibiotika na nozokomidlni infekce zplsobené

multirezistentnimi kmeny bakterii. Rezistence k témto antibiotikim patii mezi

wevr
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Podavaji se jen parenteralné, jsou malo toxické, ale mohou byt neurotoxicke,

pokud se $patné davkuji (1,5).

Mezi karbapenemy patii: meropenem, imipenem, doripenem a ertapenem (1)

Spektrum uéinku:

G+ ty¢ky (Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes [kromé
meropenemu])

G+ koky (rezistenci ma Enterococcus feacium, MRSA [meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus] a MRSE [meticilin-rezistentni  Staphylococcus
epidermidis])

G- koky (Neiseria spp.)

anaerobni bakterie

Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. (1)

3.2 Glykopeptidy

Inhibuji syntézu bunécné stény bakterii (peptidoglykanu). Maji velkou

molekulovou hmotnost, proto Spatné pronikaji do gramnegativnich bakterii. Jsou nestalé

v zasaditém prostiedi. Oralné jsou podavané jen u infekci zptsobenych Clostridium

dificille. Maji vsak nezadouci ucinky, jako nefrotoxicita a ototoxicita, pii rychlém

podani se mize objevit ,,syndrom rudého muze“ (uvolnéni histaminu z mastocyti)

(1,6).

Mezi glykopeptidy pat¥i: vankomycin a teikoplanin (1)

Spektrum uéinku:

koagul4za negativni stafylokoky

Staphylococcus aureus (MRSA)

streptokoky (Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae)
enterokoky (E. faecium, E. faecalis)

L. monocytogenes

Clostridium spp. (1)
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Piirozena rezistence: Rickettsia spp., Chlamydia spp., Mycoplasma spp. a G- bakterie

1)

3.3 Polypeptidova antibiotika

Do této skupiny antibiotik patii dosti toxickée latky a podavaji se hlavné lokalné.
Poskozuji bunécnou sténu gramnegativnich bakterii, navazi se na fosfolipidovou vrstvu,
a tim vyvolaji ireverzibilni zmény osmotickych pomért v buiice.

Polymyxin B se dnes pouziva hlavné v o¢nich a usnich kapkach. Bacitracin je

znacn¢ neurotoxicky, proto se pouziva jen lokalné, takto je velmi dobie snasen

(1,5,13,16).

Mezi polypeptidova antibiotika patii: bacitracin, polymyxin B a kolistin (1)

Spektrum uéinku:
- nefermentujici tycky (Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.)
- Enterobacteriaceae (kom¢ Proteus spp., Morganella spp., Serratia marcescens)

Piirozena rezistence: G+ bakterie (1)

3.4 Aminoglykosidy

Ve své molekule maji aminocukry, které se vazou glykosidovou vazbou. Jsou to
Sirokospektra antibiotika s rychlym uginkem. Casto se pouzivaji v kombinaci s beta-
laktamovymi antibiotiky. Vazi se na ribozomy a inhibuji syntézu bilkovin u citlivych
bakterii, tim se zastavi jeji riist a rozmnozovani. Maji zavaZnou toxicitu, proto se
podavaji jen u vaznych onemocnéni. Pii systémové 1€cbé se museji podat intraven6zné.

Streptomycin se pouziva jako antituberkulotikum druhé volby (1,5,6).

Mezi aminoglykosidy patii: neomycin, gentamicin, streptomycin, ribostamycin,

amikacin a dalsi. (1)
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Spektrum ucinku: Enterobacteriaceae, S. aureus, P. aeruginosa, Acinetobacter spp.,
H. influenzae, Neisseria meningitidis, Mycobacterium spp. (1)

Piirozena rezistence: Clostridium spp., Legionella spp., Mycoplasma spp.,

Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus spp., Bacteroides
spp. (1)

3.5 Makrolidy

Makrolidy jsou velké cyklické molekuly. Maji stfedné Siroké spektrum ucinku,
inhibuji syntézu bilkovin a pronikaji dobie do tkdni a bun€k, coz se vyuziva hlavné proti
mykoplazmatim a chlamydiim. Slouzi jako antibiotika druhé volby a nasazuji se
pacientiim, ktefi jsou alergi¢ti na penicilin. Makrolidy patii mezi bezpec¢na antibiotika.
Jsou inaktivni proti Enterobacteriaceae. Erythromycin je v téle dobie distribuovan

a ni¢i i nitrobuné¢né organismy (1,5,6,15).

Mezi makrolidy pat¥i: josamycin, spiramycin, erythromycin, clarithromycin a dalsi. (1

Spektrum ucinku:
- G+ bakterie (kromé& Enterococcus spp. a n¢kterych viridujicich streptokokii)
- G- bakterie
- anaerobni bakterie
- spirochety (Treponema pallidum, Borrelia burgdorferi)

- Mycobacterium spp. (1)

3.6 Streptograminy

Tato antibiotika jsou izolovana ze Streptomyces spp. a jsou odvozeny od
makrolidového preparatu pristinamycinu. Jsou dobfe U¢inné na problematické G+
bakterie a maji Uzké spektrum U€inku. Zasahuji do syntézy bilkovin, tim brani
prodluzovani peptidovych fetézcii. Jako neZadouci reakce byly zpozorovany bolesti

v misté aplikace a gastrointestinalni potize (1,5,6,13).
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Mezi streptograminy patii: streptogramin A a B (quinupristin-dalfopristin) (1)

Spektrum ucinku: S. aureus (MRSA), vancomycin rezistentni Enterococcus faecalis,
streptokoky (1)

3.7 Tetracykliny a glycylcykliny

Jako dalsi antibiotika inhibuji syntézu bilkovin (vazbou na ribozomalni
podjednotku 30 S blokuji translaci bilkovin v bakteriich). Mohou byt inaktivovany ionty
Mg®*" a Ca?*.

Tetracykliny maji hodné nezadoucich Gc¢inki a podavaji se hlavné peroralné.
V téle jsou dobie distribuovany a inhibuji intracelularni bakterie. Vzhledem k jejich
Sirokému spektru ucinku vyvolavaji superinfekce, dysmikrobie a ovlivituji mnozeni

bungk, proto by se nemély nasazovat t€hotnym zenam a détem (1,5,6,15).

Mezi tetracykliny pat¥i: doxycyklin (1)
Mezi glycylcykliny patfi: tigecyklin (1)

Spektrum ucinku: G+ a G- bakterie, mykobakterie, protozoa (Plasmodium spp,

Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Toxoplasma gondii) (1)

3.8 Chinolony (fluorochinolony)

Chinolony jsou chemoterapeutika odvozena od kyseliny nalidixové. Inhibuji
syntézu DNA gyrazy, ktera spravné spléta a rozpléta retézce nukleové kyseliny bakterii.
Vyhodou téchto latek je jejich dobrd prostupnost do tkani a nevyhodou je, Ze se
nemohou podavat megadavky. Byly popsany zavazné nezadouci ucinky, proto by se
flourochinolony nemély podévat t¢hotnym a détem. Maji Siroké spektrum ucinku

(1,5,6,13).

Mezi chinolony patri:
1. Generace: kyselina nalidixova a oxolinova

2. Generace: kyselina pipemidova, norfloxacin
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3. Generace: ciprofloxacin, ofloxacin
4. Generace: moxifloxacin (1)

Spektrum ucinku:
- G- bakterie (Legionella spp., Helicobacter spp., Chlamydia spp...)
- G+ bakterie (Streptococcus pneumoniae)
- Toxoplasma gondii

- Mycobacterium spp. (1)

3.9 Linkosamidy

Vyznacuji se dobrou pronikavosti do kosti a jsou vyhrazena pro nemocni¢ni
infekce kosti a mékkych tkéni. Vazi se na ribozomalni podjednotku 50 S a inhibuji
syntézu bilkovin. Klindamycin je chlorovany derivat linkomycinu a je mnohem

ucinngjsi. Linkomicyn patii stejné jako penicilin G mezi nejméné toxické latky (1,5,6).

Mezi linkosamidy patii: linkomycin, klindamycin (1)

Spektrum ucinku: streptokoky, stafylokoky, anaeroby (1)

3.10 Amfenikoly

Chloramfenikol se sklada z nitrobenzenového jadra a inhibuje syntézu peptidoveé

vazby. Pii perordlnim podéani se dobfe absorbuje, podani je mozné 1 intraven6zné. Ma

vvvvvv

pronika i do likvoru. Jeho pouZzivani je velmi omezeno, protoZe méa potencidlni

hematologickou toxicitu (aplazie a hyperplazie kostni dien¢) (1,5,6).

Mezi amfenikoly patfi: chloramfenikol (1)

Spektrum ucinku: G+ i G- bakterie (Rickettsia spp., Chlamydia spp. atd.) (1)

Piirozena rezistence: P. aeruginosa, Nocardia spp., Acinetobacter spp. (1)
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4 GRAMNEGATIVNI TYCKY

Pojem ,tyc¢ka“ oznaCuje tvar bakterii, ktery vidime v mikroskopu. Bakterie
vidime vétSinou protahlé (tycky) nebo kulovité. Urceni tvaru bakterie pomaha
ke spravné diagnostice.

U gramnegativnich bakterii tvofi bakterialni sténu tenka vrstva peptidoglykanu
a povrchova fosfolipidova dvojvrstva, kterd zabranuje priniku antimikrobialnich latek
do cytoplazmy a chrani Dbakteridlni bunku pfed imunitnim systémem.
V periplazmatickém prostoru mohou byt pfitomny beta-laktamazy, které navic
rozkladaji nékteré antimikrobidlni latky. Na zevni strané vnéj§i membrany jsou
lipopolysacharidy, které vytvaii endotoxin a termostabilni antigen O. Obecné je znamo,
ze gramnegativni bakterie jsou mnohem odolnégj$i vii¢i pusobeni chemoterapeutik nez
grampozitivni bakterie, jejich sténa je sice tenéi, ale slozit&jsi (5,6,9,15).

Infekce zptisobené rezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi jsou v soucasné
dob¢ velky problém, jsou epidemiologicky vyznamnégj$i nez grampozitivni bakterie.
Vyrazné se podileji na morbidité a mortalité pacientl. Stale ¢astéji se objevuji plivodci
gramnegativni bakterie patii hlavn¢ Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli a P.

aeruginosa (3).

4.1 Gramovo barveni

Barveni podle Grama je zakladnim barvenim v bakteriologii pro identifikaci
bakterii, kdy se bakterie rozd¢luji podle barvitelnosti a sloZeni bakteridlni stény
na gramnegativni (Cervené) a grampozitivni (modré). Tato metoda je velmi rychla
a umoznuje CcCastecné cilené nasazeni antibiotik podle toho, zda bakterie bude
grampozitivni nebo gramnegativni.

Bakteridlni buiika se obarvi nejdiive modfe smé&si krystalové violeti a Stavelanu
amonného, poté¢ se vytvoii komplex s Lugolovym roztokem. U gramnegativnich
bakterii se tento komplex vyplavi alkoholem a bakterie se dobarvi Cervené

karbolfuchsinem nebo safraninem. Grampozitivni bakterie tedy ztstavaji modré (4,6).
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4.2 Vybrani zastupci gramnegativnich tycek

4.2.1 Escherichia coli

E. coli je tyCinkovitd gramnegativni bakterie, ktera roste ve fakultativné
anaerobnim prostiedi. Dobie preziva i v prostiedi mimo lidské télo, proto je mozné ji
vyuzit jako indikator fekalniho znecisténi vody. Je béznou soucasti stievni mikroflory
lidi, kde produkuje vitamin K a chrani stieva pfed patogennimi bakteriemi. Je ale
potencialn¢ patogenni, nékteré kmeny E. coli ale mohou vyvolat prijmy, otravy
Z potravin a mimo stievo je to nejcastéjsi ptivodce infekci mocového traktu.

Stale cast&ji se objevuje rezistence na antibiotika, kterd je hlavné zplisobena
jejich naduzivanim. Tuto rezistenci muze E. coli $ifit pomoci svych gent pro rezistenci

i mezi jiné bakterie, napf. S. aureus (7,9,15).

4.2.2 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je gramnegativni tycka, ktera roste v aerobnim prostiedi. Dokaze
rust 1 v prostfedi se snizenym obsahem kysliku a je nenaro¢nd na Ziviny. Vyskytuje se
na lidské kazi, v riznych vodach véetné odpadnich a v ptidé. Roste dobfe na béznych
pudach, tvoii typické pigmenty a ma charakteristickou jasminovou viini kolonii.

Patii k nejobavanéjSim pivodciim nozokomidlnich infekci, protoze kolonizuje
rizné predméty a povrchy, kvili tomu se Casto vyskytuje na lékaiskych nastrojich
a katétrech. Dale zpusobuje sepse, infekce popélenin, plic a mo€ového traktu.

P. aeruginosa je na vétSinu antibiotik pfirozené rezistentni, mize se u ni
vyskytnout 1 ziskana rezistence po neuspeSné 1€cbe, vlivem mutaci ¢i akvizice DNA
diky horizontalnimu pfenosu. Zmenseni porini zpusobuje rezistenci Kk nékolika
antibiotikim zaroven. Tim, Ze dobfe piezivd na predmétech denni potieby

a nemocnicnich nastrojich, napomaha Sifeni genl rezistence V populaci nemocni¢nich

kmenu (7,9,10,14).
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5 REZISTENCE BAKTERII NA ANTIBIOTIKA

Bakteridlni rezistence je vlastnost bakterii pfezit v pfitomnosti antimikrobialni
latky, ¢ili schopnost riist a mnozit se v prostiedi, kde jsou antibiotika. Rezistence se d¢li
na pfirozenou (primarni, inherentni) a ziskanou (sekundarni). Pfi¢inou ziskané
rezistence je nejcastéji dlouhodobé necilend 1écba, coz mize byt nespravna indikace
nebo zbytecné podani antibiotik, takze se z piivodné citlivych bakterii stavaji rezistentni
bakterie. Pfirozena rezistence je piirozena odolnost bakterii, které nejsou v spektru
pusobnosti daného antibiotika (2,6,13).

Ukazuje se, ze s rychlym rozvojem novych antibakteridlnich latek jsou bakterie
schopny si velmi lehce vytvofit rezistenci na kazdou novou latku. Jinak feceno je nartst
rezistence zptsoben velmi rychlou evoluci bakterialniho genomu a selekénim tlakem
prostiedi. Vazna hrozba pro lécbu Zivot ohrozujicich infekci je nyni pravé rostouci

rezistence ve spojeni se zpomalenim objevovani novych antibakterialnich latek (6,13).
5.1 ZkiiZena rezistence

Zkiizena rezistence znamena, Ze mikroorganismy jsou necitlivé na antibiotika se
stejnym mechanismem ucinku a podobnou strukturou. Tuto rezistenci muze zpisobit
chromozomalni mutace, kterd vznikne v jedné bakteridlni buiice a ta potom syntetizuje

zménény protein. Nebo vznikne mutaci vice, napiiklad v PBP (6,12).
5.2 Multirezistence

Multirezistentni organismy (MDRO) jsou takové, které jsou rezistentni
na vice neZ jednu skupinu antimikrobidlnich latek. Infekce zptisobené témito organismy
muze vést k nespravné antimikrobidlni terapii a tim k horSim vysledkiim pacientd.
Do této skupiny napf. patii vysoce odolné gramnegativni bakterie K. pneumoniae
produkujici karbapenemazu a Acinetobacter spp. Tyto bakterie mohou byt odolné vuci
vSem soucasné dostupnym antimikrobidlnim latkdm kromé napt. polymyxinl. Nartst
rezistence je velky problém, protoZe pocet novych antimikrobidlnich latek, které jsou ve

vyvoji, je nizky.

25



Ve vétsing studii jsou MDRO popsany jako ,,rezistentni vici tiem nebo vice
antimikrobidlnich tfid“. Jind metoda popisujici MDRO je definovéna jako ,rezistentni
vuci jednomu z klicovych antimikrobialnich ¢inidel®. Tyto bakteridlni kultury maji
¢asto zkiiZenou rezistenci na vice antimikrobialnich tfid, coz z nich déla MDRO.

Celosvétové uplatnéni definice pro MDRO by znaéné pomohlo srovnatelnosti
udajii a lepsi pochopeni problému MDRO. To dosud nebylo mozné, kvili rozdilnym
definicim a rozdilnym ¢inidlim, kterd jsou pouzivana pro rutinni testovani

antimikrobialni citlivosti v mikrobiologickych laboratotich (18).

5.3 Bakterialni plasmidy

Plasmid je mal4d molekula DNA, ktera se vyskytuje u nékterych bakterii a umi se
samy replikovat. Nékteré plasmidy nesou geny pro rezistenci, ¢ili vytvari enzymy, které
rozkladaji antibiotika. Plasmidy poskytuji bakteriim nové funkce a vytvafeni novych
produkti. Diky nim jsou bakterie schopné piezit zmény teplot, pfichytdvat se
na sliznicich a hlavné pomahaji rusit ptisobeni antibiotik (8,9).

U transpozonil se také mohou objevit geny rezistence. Jsou schopny meénit
svou pozici (,,skakat™) a vytvaret kopie, které se zacleni do plasmidi nebo chromozomi
(6).

Po zavedeni penicilinu k léCebnym ucelim se zanedlouho objevily bakterie
k nému rezistentni. Z pocatku byly tyto bakterie pouze v nemocnicich, protoze tam se
penicilin pouzival nejvice. Nemocni¢ni kmeny mély schopnost zni€it penicilin, protoze

ziskaly plasmid, ktery toto umozioval (8).

5.4 Mechanismy vzniku rezistence

1. Inhibice antibiotik bakteridlnimi enzymy. Mezi tyto enzymy patii napi. beta-
laktamazy a karbapenemazy (viz kapitola 5.5).

2. Zména propustnosti vnéjsi membrany. Tento mechanismus se vyskytuje
u gramnegativnich bakterii, kdy pfes poriny, které jsou ve vn&jSi membrang,
prostupuji beta-laktamy a ziskavaji ptistup ke svym cilovym PBP. Mutace v

genech porini mize za horsi propustnost vnéj$i membrany a tedy i za rezistenci.
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Pokud jsou kmeny, které pouzivaji stejné poriny, mize se objevit zkiizena
rezistence na antibiotika (6).

3. Cilové misto antibiotik zméni strukturu. Pokud se cilové misto zméni,
antibiotikum se nemiize tedy navazat. Tato rezistence se objevuje napf.
u chloramfenikolu. Enzym, na ktery chloramfenikol plsobi, se mutaci zméni
a bakterie se stane rezistentni k tomuto antibiotiku (2,8).

4. Vznik aktivniho bunééného efluxu. Pokud maji bakterie aktivni efluxovy
systém, tak mohou vylucCovat antibiotika z buiikky do extraceluldrniho prostoru.
Timto zplisobem prezivaji na piiklad bakterie rezistentni k tetracyklinu, ktery se
nestihne v butice ani nahromadit. Tento eflux je tak U¢inny, Ze rezistentni bunky

mohou pieZit az stondsobnou koncentraci antibiotika, nez jaka se bézn¢ podava

2,8).

5.5 Beta-laktamazy

Beta-laktamazy jsou enzymy, které ni¢i beta-laktamova antibiotika (napf.
peniciliny a cefalosporiny) a tim zpusobuji nejcastéjsi typ rezistence. Enzymy, které
zneSkodiuji antibiotika, jsou pro né specifické a pro jedno antibiotikum jich existuje
n¢kolik. Vznikaji mikrobiologicky neaktivni produkty, protoze tyto enzymy hydrolyzuji
amidovou vazbu beta-laktamového kruhu. U grampozitivnich bakterii se beta-laktamazy
uvolnuji do wvnéjSiho prosttedi a u gramnegativnich bakterii zistavaji prevazné

V periplazmé (2,6,8,19).

5.5.1 Karbapenemazy

Karbapenemazy jsou podskupinou beta-laktamaz a hydrolyzuji amidovou vazbu
beta-laktamového kruhu karbapenemu. Karbapenemazy produkuji  nejéastéji
gramnegativni nefermentujici tyc¢ky (acinetobaktery, pseudomonady) a zplsobuji tim
V tabulce €. 2 je uvedeno, jak se karbapenemazy rozdé€luji (20).

Do skupiny 2f patii napt. KPC (K. pneumoniae Carbapenemase) a hydrolyzuji
cefalosporiny, aztreonam a peniciliny. Bakterie, které produkuji tyto enzymy, jsou

rezistentni skoro ke vSem antibiotikim (19).
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Metalo-B-laktamazy (MBL) produkuje napt. P. aeruginosa a Bacillus cereus
a zpusobuji hydrolyzu cefalosporini, karbapenem a penicilind (19).

Skupina OXA je velmi heterogenni a vSechny skupiny hydrolyzuji oxacilin.
OXA-48 je ptenasena plasmidy a u enterobakterii byla objevena jako jedina (19).

Tabulka €. 2: Klinicky vyznamné transferabilni karbapenemazy.

Skupina dle
klasifikace podle

Bakterialni druhy u
Oznaceni karbapenemaz  nichz byly tyto

Bush/Amblera,
enzymy nalezeny

oznaceni
Skupina 2f/A KPC, Enterobacteriaceae
GES, SME, NMC, IMI (K. pneumoniae,
Enterobacter cloacae,

S. marcescens atd.),

P. aeruginosa,
Acinetobacter baumannii

Skupina 3/B, VIM, IMP, GIM, SIM, NDM, Enterobacteriaceae,
metalo-p-laktamazy SPM, AIM, KMH, DIM, TMB P. aeruginosa,

A. baumannii
Skupina 2d/D, Skupina OXA-48 (OXA-48, K. pneumoniae,
OXA OXA-162, OXA-181 atd.) E. cloacae,

E. coli,

Skupiny OXA-23, -58, -40 A. baumannii
Zdroj: (20).
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6 TESTY K PRUKAZU ANTIBIOTICKE REZISTENCE

6.1 Uvod k metodé MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Time of Flight
- Mass Spectrometry) detekuje molekulovou hmotnost riznych latek, véetné malych
molekul, coz se vyuziva k detekci aktivity beta-laktamaz. Tato metoda se stala velmi
dilezitym nastrojem V rutinni mikrobiologické diagnostice. MALDI-TOF-MS detekce
rezistence zpusobend karbapenemdzami patii k nejslibnéjSim, protoze to je jedina
metoda, kterd exaktné detekuje hydrolyzu amidové skupiny beta-laktamového kruhu.

Spolu s dalsimi ptimymi testy by se tato metoda méla povazovat za zlaty standard
(20,21).

6.2 Detekce karbapenemaz

Zakladni fenotypové metody jsou zalozeny na inhibici karbapeneméz pomoci
EDTA nebo kyseliny fenylborité. Metody ale nejsou dostatecné specifické a skupina
OXA nelze viibec detekovat.

V molekularné-genetickych metodach se daji pouzit jen znamé beta-laktamazy
a musi se provadét vice polymerazovych fetézovych reakci.

Pro specializované referencni laboratofe je stanoveni hydrolytické aktivity
karbapenemaz Vv bakteridlnim extraktu spektrofotometricky referen¢ni metodou. Dalsi
pfimou metodou je pravé MALDI-TOF-MS, ktera je schopna vizualizovat molekulu
karbapenemi a jejich degrada¢nich produkta.

Pokud je snizena citlivost K alesponn jednomu antibiotiku ze t¥idy béZznych
karbapenemt (imipenem, meropenem, ertapenem), muze Se jednat o producenta
karbapenemaz. Mé&l by se porovnat primé&r inhibi¢ni zony a zjiSt€énad minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) s epidemiologickym cut-off u daného druhu, coz v praxi Gplné neni
mozné. Lze se vSak fidit napt. podle aktualnich break-pointi EUCAST (viz tabulka
¢. 3) (20).
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Tabulka ¢. 3: EUCAST tabulka klinickych break-pointii karbapenemi pro celed’
Enterobacteriaceae (validni od 10.3.2017).

Priamér inhibi¢ni MIC break-point
Druh Obsah
z6ény [mm] [ma/L]
karbapenemu disku [ng]
C> R <
Meropenem 22 16 10 2 8
Imipenem 22 16 10 2 8
Ertapenem 25 22 10 0,5 1
Doripenem 24 21 10 1 2

Vysvétlivky: C = citlivy, R = rezistentni
Zdroj: (22).

6.2.1 Fenotypové testy

Tyto testy jsou zalozeny na inhibici aktivity karbapenemaz. Do prostiedku
plotny se obvykle dava disk s inhibitorem a vedle né&j disk napusStény nékterym
z karbapenemt. V aproximaénim diskovém testu se srovnavaji inhibi¢ni zony disku
s antibiotikem a inhibitorem a disku s indikatorovym antibiotikem (vétSinou

meropenem) (20).

6.2.2 Detekce serinovych karbapenemaz a metalobetalaktamaz

Kyselina fenylboritd a jeji derivaty inhibuji KPC, ale i AmpC (chromozomalni
cefalosporinaza). Zmény permeability bunééné stény s kombinaci nadprodukce AmpC
muze u nekterych bakterii zptisobovat rezistenci ke karbapenemim. Proto jsou tyto
kmeny nespravné¢ hodnoceny jako producenti karbapeneméz. Z tohoto divodu se
navrhnul test, kde se pfida inhibitor AmpC — kloxacilin (19,20).

MBL inhibuje napt. chelatacni ¢inidlo kovovych ionti EDTA, proto lze tento

inhibitor pouzit spolu se srovnanim priaméru ihibi¢nich zon (20).
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PRAKTICKA CAST

7 CILE PRACE

Prvnim cilem této prace je charakterizovat jednotlivé skupiny antibiotik
a poukdzat na rychle rostouci rezistenci vici nim.

Druhym cilem by mélo byt pochopeni mechanismit zpusobujicich rezistenci
a proc je naduzivani antibiotik velky problém.

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie umoziuje detekovat zmény molekulové
hmotnosti latek s vysokym rozliSenim (s pfesnosti < 1 Da). Detekce karbapenemaz
pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie byla poprvé popsana v roce 2011
(Hrabdk a kol.). Cilem je ovéfit metodu na riznych izolatech z Celedi
Enterobacteriaceae a Pseudomonadaceae produkujicich rizné karbapenemazy (napf.
typu OXA-48, metalo-p-laktamazy, KPC).

Ctvrty cil navazuje na tieti a mél by prokazat specifitu v&tsi nez 90 % pii pouziti

metody MALDI-TOF-MS bez ptidani NH;HCOj3 do reakéniho pufru.
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8 VYSETROVANY SOUBOR

Pro experimenty byly pouzity izolaty bakterii celedi Enterobacteriaceae
a Pseudomonadaceae ziskané z krevniho agaru nebo Mueller-Hintonovy pudy. Izolaty
byly poskytnuté Ustavem mikrobiologie LF UK (Lékaiska fakulta Univerzity Karlovy)
a FN (Fakultni nemocnice) v Plzni. Jednalo se o sbirku izolati z riznych evropskych
a asijskych zemi, jimiz disponuje Laboratoi antibiotické¢ rezistence a aplikaci

hmotnostni spektrometrie.
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9 METODA VYZKUMU

9.1 Metoda MALDI-TOF-MS

9.1.1 Pracovni postup

1. Zvykultivované (18hodinové) bakterialni kultury na Mueller-Hintonovu agaru
se vytvori suspenze ve 2 ml pufru TRIS-HCI s NaCl. Hustota zakalu musi byt
2,8 — 3,2 McFarlanda.

2. 1 ml suspenze se prenese do zkumavky (Eppendorf).

3. Centrifugace 3 minuty/1400 otacek.

4. Pipetou se odsaje veSkery supernatant a peleta (usazenina) zlstavd na dné
zkumavky.

5. Kpeleté se prida 50 pl reakéniho pufru a promicha se pipetou.

6. 2-4 hodiny inkubace pii 37 °C.

7. Centrifugace 2 minuty/1400 otacek.

8. Napipetovat 1 pl supernatantu na MALDI-TOF desti¢ku a nechat zaschnout.

9. Po uschnuti nepipetovat 1 pl roztoku matrice a nechat zaschnout.

10. Pti kazdém méfeni se pro kontrolu molekulové hmotnosti napipetuje samotny
roztok meropenemu. Nesmi se liSit o vice nez 0,3 Da, jinak je nutnd opctovna
kalibrace.

11. Po uschnuti se vzorek mize zmétit, méti se vzdy na nc¢kolika mistech. Intenzita
laseru se nastavuje takovym zplisobem, aby rozhrani spekter bylo v hodnotéach
0,2x10" - 2,0x10%.

12. Spektra, ktera se zméfi, se ulozi do daného adresare pod oznacenim vzorku.

13. Pomoci programu flex Analysis se provede analyza spekter.
9.1.2 Obsah ¢inidel

e Puftr pro pfipravu suspenze: 20mM NaCl, 20mM Tris-HCI, pH 7,0.
e Reakéni pufr: 0,01% sodium dodecyl sulfate, 20mM Tris-HCI, 0,1mM
meropenem, NH4;HCO3, pH 7,0.

e Roztok matrice: 10 mg/ml dihydroxybenzoova kyselina v 50% etanolu (20).
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9.1.3 Pribéh analyzy

Na MALDI-TOF desticku se aplikuje laser, ktery zptisobi desorpci molekul
vzorku a matrice, které jsou na ni, molekuly matrice zaroveti pfedavaji vzorku H* a tim
dochazi kionizaci molekul vzorku. K analyze nabitych molekul v priletovém
hmotnostnim analyzatoru dochézi extrakci, ktera je zptisobena extrakénim napétim mezi
MALDI-TOF destickou a vstupnim otvorem priletového analyzatoru. Pomér m/z

(pomér hmotnosti iontu a jeho naboje) se vypoéte z doby letu molekul analyzatorem
k detektoru (23).

9.1.4 Detektor

Hmotnost kazdého iontu, ktery na detektor dopadne, se vypoéte z doby letu
trubici. Principem vétSiny detektorti je pievod iontli na elektricky signél, vytvofeni
svételného zafeni a pfevedeni zafeni na elektricky proud (fotondsobic), ktery je pak dal

zesilen (23).

9.1.5 Priiletovy analyzator

Zékladni princip tohoto analyzatoru je méfeni doby letu extrahovanych iontu.
lonty se extrahuji pomoci napéti a v zavislosti na jejich hmotnosti (m) a velikosti naboje
(2) ziskaji rychlost. Rizny pomér m/z udava odlisnou rychlost iontd dopadnutych

na detektor (23).
9.1.6 Matrici zprostifedkovana laserova ionizace

MALDI vyuziva matrici, ktera je schopna pfeménit energii laseru na ionizaci
a predat ji vzorku. Nejvice pouZivané matrice jsou derivaty kyseliny skoficové nebo
dihydroxybenzoova kyselina (23).

9.1.8 Vyhodnoceni

Pti hodnoceni vysledki z MALDI-TOF-MS vyhledavame peaky meropenemu

a jeho degradacnich produkti (viz ptiloha ¢. 1), tim zjistime, zda bakterie produkuje
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karbapenemazy. Meropenem ma relativni molekulovou hmotnost 383,5. Pfi pouziti
MALDI-TOF-MS nachazime jeho iont o m/z 384,5. Sodné soli meropenemu maji m/z
406,5 a 428,5 a degrada¢ni produkty meropenemu maji m/z 358,5 (dekarboxylovany
produkt) a 380,5 (sodna siil dekarboxylovaného produktu). V tabulce €. 4 je prehledné
uvedena pritomnost ¢i nepfitomnost danych peakll u bakterii, které produkuji nebo

neprodukuji karbapenemazy (20).

Tabulka €. 4: Tabulka pro vyhodnoceni MALDI-TOF-MS.

. Peak (m/z)
VYSLEDEK
384,5 406,5 428,5 358,5 380,5
Produkuje
N N N P P
karbapenemazu
Neprodukuje
P P P N N
karbapenemazu

Vysvétlivky: N-peak neni ptitomen, P-peak je pfitomen

Zdroj: vlastni.
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10 PREZENTACE A INTERPRETACE ZISKANYCH
VYSLEDKU

Vysettovala jsem celkem 108 izolath bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae (S.
marcescens, E. cloacae, K. pneumoniae, E. coli) a Pseudomonadaceae (P. aeruginosa),
které¢ byly producenty karbapenemaz. Tabulka ¢. 5 ukazuje, jaké bakterie produkuje

jaky druh karbapenemézy a rozsah MIC kazdé bakterie pro antibiotika meropenem

vvvvv

za pouziti metody MALDI-TOF-MS a MALDI-TOF-MS u které byl do reak¢niho pufru
piidan 50mM NH4HCO3 (bikarbonat amonny).

Tabulka €. 5: Soubor vySetfenych izolati metodou MALDI-TOF-MS bez piidani
NH;HCOj3 a po pridani NH4HCOs.

Pocet pozitivnich
Rozsah MIC [pg/ml] pro:
karbapenemaz pii pouziti:
MALDI-
Druh
. Pocet o MALDI- TOF-MS
karbape- | Druh bakterie Meropenem | Ceftazidim
izolati TOF-MS (+
nemazy
NH,HCO3)
S. marcescens 1 >16 >32 1 1
IMP .
P. aeruginosa 3 >16 >32 3 3
S. marcescens 2 >16 4az8 2 2
VIM P. aeruginosa 26 4az>16 16 az >32 16 25
E. cloacae 7 1 az>16 24 az >32 7 7
K. pneumoniae 6 1 az>16 32 az >32 6 6
E. cloacae 10 0,5az 16 >32 10 10
NDM K. pneumoniae 4 4azl6 >32 4 4
E. coli 10 1 az>16 >32 10 10
E. cloacae 1 >16 >32 1 1
KPC .
K. pneumoniae 20 8az>16 32 az>32 20 19
E. cloacae 1 8 >32 0 1
OXA-48 | K. pneumoniae 11 0,5az>16 0,5 az>32 1 11
E. coli 6 0,5az>16 0,5az32 1 6

Zdroj: vlastni.
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Tabulka €. 6 ptehledné zndzornuje kolik izolati bylo hodnoceno jako pozitivni
za pouziti obou metod. Z celkového poctu 108 izolati bylo metodou MALDI-TOF-MS
detekovano 82 pozitivnich karbapeneméaz a metodou MALDI-TOF-MS s ptidavkem
NH;HCOj3 do pufru bylo detekovano 106 karbapenemaz.

Tabulka €. 6: Celkovy pocet pozitivnich karbapenemaz.

Celkovy pocet pozitivnich karbapenemaz pfi
pouziti:
Druh Celkovy pocet MALDI-TOF- | MALDI-TOF-MS
bakterie/Celed’ izolatd MS (+ NH4;HCO3)
P. aeruginosa 29 19 28
Enterobacteriaceae 79 63 78
CELKEM 108 82 106

Zdroj: vlastni.

Tabulka ¢. 7 porovnava uspéSnost detekce pozitivnich karbapenemaz obou
metod. Senzitivita testu udava s jakou spolehlivosti odhali sledovany znak (nemoc)
a specifita testu zkouma pouze skute¢né negativni znaky. Na této tabulce je vidét,
ze pokud se pii metodé¢ MALDI-TOF-MS ptida do reakéniho pufru NH4HCO3, dochazi
tak k vyznamnému zvySeni senzitivity. Specifita testu je 100 %, protoze pfi
vyhodnocovani bylo zjisténo, ze Zzadny negativhi kmen nebyl vyhodnocen jako

pozitivni.

Tabulka €. 7: Vyhodnoceni metod.

Skutecné Fale$né L o
Metoda Senzitivita | Specifita
pozitivni | negativni
MALDI-TOF-MS 82 26 76 % 100 %
MALDI-TOF-MS
106 2 98 % 100 %
(+ NH,HCO3)

Zdroj: Vlastni

MALDI-TOF-MS tedy spravné detekovala vSechny producenty KPC, NDM
a IMP, ale u 10 izolata P. aeruginosa produkujici VIM selhala. Mohlo se jednat

o ng&jaké peaky v pozadi, které branily spravnému vyhodnoceni. U enzymi OXA-48,
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které maji slabou karbapenemazovou aktivitu, byly vyhodnoceny pouze 2 izolaty z 18
jako pozitivni.

U MALDI-TOF-MS po ptidani NH;HCO3 do reakéniho pufru vyrazné vzrostla
senzitivita. VSechny izolaty produkujici NDM, IMP a OXA-48 byly spravné hodnoceny
jako pozitivni. U producenti KPC byl pouze jeden izolat K. pneumoniae vyhodnocen
jako fale$né negativni a u producenti VIM byl jen jeden izolat P. aeruginosa nespravné

vyhodnocen.

38



11 DISKUSE

Ptfed zahajenim psani mé bakalarské prace jsem si urcila nékolik cilt, kterych
bych po dopséni prace chtéla dosahnout. Ukolem bylo ziskat velké mnoZstvi informaci
a porozumét jim, popiipade porovnat literaturu, ze které jsem informace Cerpala.

Ugel teoretické ¢asti byl, abych si osvojila co nejvice informaci o antibiotikach,
jejich rozd€lovani do rGznych skupin a pochopeni mechanismii ucinkit jednotlivych
antibiotik. Prvni cil zahrnoval také poukdzani na rychle rostouci rezistenci
na antibiotika. Myslim si, ze kapitoly o rezistenci a antibiotikdch obecné jsou velmi
rozsahlé a snadno pochopitelné pro jakéhokoli pracovnika ¢i studenta ve zdravotnickém
oboru. J& osobné jsem se toho hodné naucila a diky tomu jsem byla schopna provést
praktickou ¢ast detekujici mechanismy rezistence na antibiotika. Prvni cil prace jsem
tedy splnila.

V druhém cili jsem se zaméftila na pochopeni mechanismil zpusobujici rezistenci
na antibiotika a z jakého divodu by se antibiotika neméla naduzivat. Jako hlavni
mechanismus rezistence, kterému jsem se v této praci nejvice vénovala, byla produkce
enzymu (karbapenemaz), které nékteré bakterie produkuji a tim zpisobuji nejcastéjsi
typ rezistence. Tato tématika mi dosud nebyla pfili§ znama, ale diky této praci jsem se
o problematice karbapenemaz dozvédéla mnoho a mohla tak na ni zaméfit praktickou
cast.

Jednim z mnoha divodu, pro¢ by se antibiotika neméla ¢asto piedepisovat, je to,
ze si bakterie velmi lehce vytvaii rezistenci na nové latky, proto neni jednoduché
vytvaret stale nové antimikrobidlni latky. V této praci jsem problém popsala a nabidla
feSeni ve form¢& zasad, které je nutno si pfed nasazenim antibiotické lécby uvédomit
a dodrzovat. Také jsem popsala druhy terapie a v piipadé nasazeni antibiotik je
samoziejm¢ idedlni cilena terapie, Cili takova, kterd je zaméfena na prokazaného
ptivodce onemocnéni a je stanovena jeho citlivost k antibiotikim. Druhy cil prace jsem
také splnila.

Tretim cilem se zabyva prakticka ¢ast, kde je pouzita metoda MALDI-TOF-MS
k detekci karbapenemaz. Je to moderni a velmi spolehliva metoda, ktera by se méla
pouzivat v rutinnich laboratofich, aby pfispéla k detekci mechanismi rezistence a tim

k zabranéni Siteni bakterii, které to zptsobuji.
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Ze 108 izolatd, které jsem pomoci této metody vySetiovala, bylo za pouziti
MALDI-TOF-MS 82 izolati vyhodnoceno jako pozitivni producenti karbapenemaz.
Po pfidini 50mM NH4HCO; do reakéniho pufru bylo testem detekovano
106 pozitivnich producent karbapeneméz. Tim bych chtéla navazat na ¢tvrty cil, ktery
mél prokazat senzitivitu testu vétsi nez 90 % bez pouziti NHsHCO3. Pii pouziti prvniho
zpusobu detekce, jsem vypocitala senzitivitu metody 76 %, takze tohoto cile jsem
nedosahla, ale za pouziti druhého zpiisobu detekce vysla senzitivita 98 %, coz je krasny

vysledek.
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ZAVER

Zaveérem bych chtéla shrnout mou bakalaifskou praci s nazvem ,,Rychlé testy
pro detekci mechanismu antibiotické rezistence u gram negativnich tycek®. Rezistence
na antibiotika je stale rostouci globalni problém, ktery bychom se méli snazit snizit
nebo lépe — eliminovat, coz samoziejm¢ neni mozné. Lékaii Casto ptedepisuji
antibiotika na banalni onemocnéni nebo je pifedepisuji bez pfedchoziho vysetieni
pacienta. Tohle je jedna z véci, ktera k rezistenci na antibiotika prispiva a lékafi by si
méli toto riziko vice uvédomovat. Zvlasté nebezpecné jsou nemocni¢ni kmeny bakterii,
které byvaji Casto rezistentni ke vS§em znamym antibiotikiim. J& jsem v této praci uvedla
hlavné P. aeruginosa, velmi nebezpeénou bakterii, ktera muZze zpusobovat
nozokomidlni infekce, protoze cCasto kolonizuje nemocnicni nastroje a katétry.
Tato bakterie maze $ifit své geny rezistence na dal$i nemocni¢ni patogeny.

Ve své praci jsem charakterizovala vétSinu skupin antibiotik, které zname.
Kapitola o antibiotikach je velmi rozsdhld a nau¢nd. Zaméfila jsem se také na to, jak
antibiotika funguji a jaky G¢inek maji.

V oblasti rezistence na antibiotika, kterd je hlavnim tématem mé prace, jsem se
zameéftila hlavné na karbapenemazy, které rozkladaji beta-laktamovy kruh karbapenemu.
Tyto enzymy produkuji nejéastéji gramnegativny tycky, kam patii i jiz zminéna P.
aeruginosa a zpusobuji tim nejcastéjsi typ rezistence.

V praktické ¢asti jsem se zaméfila na producenty karbapenemadz a jejich detekci.
Vyzkum probihal za pomoci moderni metody MALDI-TOF-MS. Na zacatku psani
prace jsem si stanovila Ctyfi cile, které jsem chtéla splnit nebo potvrdit. Splnila jsem tfi.
Jeden z téchto cili byl ovétit metodu MALDI-TOF-MS na souboru izolatd z ¢eledi
Enterobacteriaceae a Pseudomonadaceae produkujicich rizné karbapenemazy (napf.
typu OXA-48, metalo-B-laktamazy, KPC). Muj vyzkum prokazal, Zze pokud se
do reakéniho pufru ptidd 50mM NH4HCOs3, tak senzitivita testu je pak 98 %, coz je
skvély vysledek.

Metodu MALDI-TOF-MS bych ur¢ité doporucila do vSech mikrobiologickych

laboratofi, aby pomohla k detekci antibiotické rezistence a bakterii, které ji zptsobuyji.
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Priloha €. 1: Dosazena spektra pii detekci karbapenemaz pomoci MALDI-TOF-MS.
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Vysvétlivky: A = roztok meropenemu, B = negativni kontrola, C = pozitivni kontrola



Priloha €. 2: Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen.

== = FAKULTNi NEMOCNICE PLZEN
e . ==  Utvar naméstka pro oSetfovatelskou péci

— A — Edvarda Benese 13, 305 99 Plzeii - Bory
— —— alej Svobody 80, 304 60 Plzen - Lochotin
FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN 1€0 00669806 tel.: 377 401 111, 377 103 111

Vazena pani

Adéla Holubova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra teoretickych obort
Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro o$etfovatelskou pési FN Plzef
udéluji_souhlas se sbérem informaci o laboratornich metodach, pouzivanych v Ustavu
mikrobiologie (MIKRO) FN Plzeri. Tento souhlas je vydavan, pfi splnéni nize uvedenych
podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalarské prace s nazvem ,Rychlé testy pro
detekci mechanismu antibiotické rezistence u gram negativnich tycek”.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzeri:

. Vrchni zdravotni laborantka MIKRO souhlasi s VaSim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vade Setifeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych

smérnic FN Plzen, ochrany dat pacientll a dodrzovani Hygienického planu FN Plzer.
Vase Setreni bude provedeno za dodrZeni vSech legislativnich norem, zejména
s ohledem na platnost zakona ¢. 372/2011 Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkach
jejich poskytovani, v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientt, pokud budou uvedeny ve Vasi
bakalafské praci, musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a pod

pfimym vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je doc. Ing.
Jaroslav Hrabak, Ph.D., odborny pracovnik v laboratornich metodach, MIKRO FN
Pizen.

Po zpracovani Vami zjisténych udajli poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice C&i
organiza¢nimu celku FN Plzer zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik
ZOK / OC zajem a budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkd Vaseho Setfeni
na vzdélavacich akcich porfadanych FN Plzenh.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikl s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala pInéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace
zaméstnancu FN Plzef na Vasem Setfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné uspéchl pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrovd
manaZerka pro vzdéldvani a vyuku NELZP
zdstupkyné ndméstkyné pro os. péci

Utvar ndméstkyné pro os. péci FN Plzeri
tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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