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Rezistence na antibiotika je posledni dobou velmi skloniovany problém, ktery
objeviim 20. stoleti a jejich pouziti vedlo k vymizeni fady chorob, ¢i alespoii k vyraznému
snizeni jejich vyskytu a nebezpecnosti. Schopnost bakterii branit se u¢inku antibiotik je z
tohoto diivodu obavanym problémem. V poslednich letech ustupuji do pozadi klasické
rezistence jako methicilin rezistentni Staphylococcus aureus, nebo Sirokospektré
B-laktamasy. Pfedmétem zajmu se naopak stavaji rezistence k zaloznim antibiotikiim, jako
jsou karbapenemy a kolistin. Tato prace piehledné zpracovava problematiku antibiotik,
jejich klasifikaci a pouziti. Dale se zabyva mechanismy rezistenci, jejich pfenosem a
popisuje nejvyznamngjsi rezistence poslednich let. Prakticka ¢ast je zaméfena na detekci
produkce karbapenemas u enterobakterii na zakladé stanoveni fenotypu za pouziti

inhibitory.
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Resistance to antibiotics has been a very discussed problem, which is becoming
more serious in last years. Antibiotics are rightly ranked among the most important
medical discoveries of the 20" century, and their use has led to the disappearance of many
diseases, or at least to a significant reduction in their incidence and dangerousness.
Therefore, the ability of bacteria to prevent antibiotics is a dreaded problem. In last years
classical resistance, such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus or broad-spectrum
B-lactamases, has moved backward. On the contrary, the subject of interest becomes
resistance to ,,last-line* antibiotics such as carbapenems and colistin. This thesis clearly
deals problematic with antibiotics, their classification, and use. It also deals with resistance
mechanisms, their transmission and describes the most significant resistance of recent
years. The practical part is focused on the detection of the production of carbapenemases in

enterobacteria based on the determination of the phenotype using inhibitors.
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UvVOD

Antibiotika (ATB), jejich pouzivani a vznik rezistence patii v soucasnosti K jednim
nejdiskutovanéjsim tématiim. Objev ATB patii k velkym meznikiim v 1€katstvi. Pomahala
v 1écb¢ infekci, které byly do té doby smrtelné a lidé si tak zvykly pouzivat je
V kazdodennim zivoté. OvSem nyni nastava doba, kdy se vyskytuji bakteridlni kmeny
rezistentni k nékterym pouzivanym ATB. Tento problém zapficinilo nadmérmné a zbyte¢né
pouzivani ATB nejen v mediciné ale hlavné v hospodaftstvi. Zajimavé je ze v roce 2009
bylo spotiebovano 3 miliony kilogramti ATB v humanni mediciné¢ a v roce 2010 bylo
pouzito 13 milionti kilogrami ATB u zvifat. Vznikaji tedy porad dalsi a dalsi bakteridlni
kmeny, rezistentni k riznym ATB latkdm. Muze nas tak napadnout myslenka, ze tento
problém by vyiesila syntéza novych ATB. Takovy to proces je ale Casové i finan¢né

narocny, takze nez vznikne nové ATB, uplyne nékolik let. (Souckova, Ruzsikova 2016)

Prizkumy WHO (World heatlh organisation) ukazuji na znepokojiva fakta. Na
infekéni onemocnéni zplsobené rezistentnimu bakteriemi zemie v Evropé ro¢né 25 000
lidi a kazdym rokem se toto Cislo zvysuje. Lécba takovych infekci je velmi nakladna (az
1,5 miliardy EUR ro¢n€) a aZ stondsobné vyssi neZ 1écba infekci zplsobenych citlivymi
kmeny. Ve velmi blizké dobé je tak lidstvo ohrozeno nartistem rezistence do takového
stavu, ze se dnes zcela bézné 1éCitelna onemocnéni stanou obtizné€ 1éCitelna nebo v horSim
ptipadé neléCitelna. Mélo by se tak zdsadné zménit pouzivani ATB v medicing 1
hospodarstvi. Pokud by nebyly dostupné nové latky u¢inné na multirezistentni bakterie,

nastane situace, kdy se infekéni onemocnéni stanou nejcastéjsi pticinou smrti. (Ny¢, 2017)
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1 ANTIBIOTIKA

Latky pouzivané k profylaxi a k terapii infekénich onemocnéni se nazyvaji
antimikrobialni latky. Mezi nejznaméjsi a nejcastéjsi antimikrobialni latky fadime
antibiotika, kterd se pouzivaji pro 1écbu infekci bakteridlniho piivodu. Mezi nejcastéjsi
producenty antibiotik patii plisné. 1 kdyz jsou antibiotika chemicky modifikovany,
popfipadé syntetizovany chemicky, potad jsou nazyvany latkami piirodnimi. (Votava a
kol., 2010)

Koncem 19. stoleti objevil francouzsky medik Ernest Duchesne prvni systémové
pouzitelné antibiotikum, penicilin. AvSak tento objev upadl v zapomnéni. V roce 1928,
kdyz Alexander Fleming odchazel ze své laboratofe, zapomnél na stole otevienou petriho
misku s kultivaci stafylokokd. Kdyz se po delsi dobé vratil zpatky, nasel kultivaci
stafylokokti kontaminovanou plisni Penicillium notatum. Flemingovi se ale nepodatilo
ziskat penicilin v dostatené stabilni formé, kterd by se dala klinicky vyuzit. Az za¢itkem
druhé svétové valky se podatilo Floreyovi a Chainovi ziskat jeho stabilni formu a v roce
1945 za to spole¢né s Flemingem ziskali Nobelovou cenu. V roce 1952 byla ud¢€lena dalsi

Nobelova cena Waksmanovi za izolaci streptomycinu. (Votava, 2001)

Aby se mohly antimikrobialni latky pouZzivat jako 1é¢iva, musi zabijet mikroby
nebo alespon potlacovat jejich aktivitu. Musi byt vSak podavany v takovych davkach, které
nepoSkodi organismus. Jednéd se o selektivni toxicitu, kterd se ur¢i chemoterapeutickym
indexem (to je pomér mezi davkou toxickou pro hostitele a davkou toxickou pro
mikroorganismus). Cim vys§i chemoterapeuticky index je, tim je antimikrobialni latka pro
(lokalni) nebo i celkovou. Mezi nejméné toxické antibiotikum patii penicilin. Pisobi na
syntézu Dbakteridlni stény, kterda se v bunkach hostitele nenachazi. Proto je jeho

chemoterapeuticky index vysoky, vice nez 10”. (Votava, 2001)
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1.1 Typy ucinku antimikrobialnich latek

U antibiotik 1ze rozlisit u¢inek baktericidni ¢i bakteriostaticky. Jedna se o primarni
efekt mechanismu pilisobeni antibiotik na bakterie, pfi kterém je zasazen rist, mnozeni

bakterii a jejich zivota schopnost.

Baktericidni latky ptisobi rychle, ireverzibilné a usmrcuji bakterialni bunku. Jejich
klinicky G¢inek se projevuje docela rychle, obvykle to do 48 hodin. Baktericidni ATB se
podéavaji pii 1écbé u zavaznych klinickych stavi a u pacientii se snizenou
obranyschopnosti. Mezi baktericidni antibiotika patii napt. p-laktamy, aminoglykosidy,

polypeptidy, glykopeptidy a ansamyciny.

Bakteriostatické latky potlacuji metabolismus mikroorganismil, zastavuji
reverzibilné jejich rdst a mnozeni. Klinicky ucinek lze pozorovat az za 3—4 dny. Po
vysazeni bakteriostatickych latek se mohou mikroby opét mnozit. Pouzivaji u pacientl s
dobrou obranyschopnosti, nutné je vSak dodrzet ddvkovani a délku 1écby. Bakteriostaticka
antibiotika jsou napft. tetracykliny, chloramfenikol, makrolidy a linkosamidy. (Votava,
2001; Jedlickova, 2004; Lochmann, 1999)

1.2 Mechanismus ucinku

Jedna se o sekundarni efekt pisobeni antibiotik a uplatiuje Se az pii vyssich
koncentracich antibiotického pfipravku a piasobi na vice struktur najednou. Mezi
mechanismy U¢inku patfi: inhibice syntézy bunécné stény, poSkozeni syntézy
cytoplazmatické membrany, inhibice proteosyntézy, porucha syntézy nukleovych kyselin

¢i produkce antimetaboliti. (Lochmann, 1999)
1.2.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Bunécéna sténa vyskytujici se u bakterii, je odliSna od buné¢né stény, kterd se
nachazi u bunék v lidské tkani. VSechny latky, které bunéfnou sténu bakterii nici,
poskozuji nebo zabranuji jeji tvorbé, maji vysoky stupenn selektivni toxicity. Proto je
vétSina téchto antibiotik pro lidské télo malo toxické. Vyznamnou slozkou bakteridlni

stény je murein, ktery tvofi jedinou obrovskou makromolekulu. Murein se uvnitt
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makromolekuly rizné mnohocetné propojuje, nasledné dochazi k jeho zesitovani, ztuhnuti

a zpevnéni. Tim urcuje velikost a tvar celé bunky.

Preparaty inhibujici syntézu bunécné stény jsou: penciliny, bacitracin,
cefalosporiny, vankomycin a cykloserin. Penicilin a cefalosporiny jsou antibiotika, které
velmi U¢inné inhibuji zapojovani kyseliny glutamové v konecné fazi syntézy mureinu, Vv
jeho zesitovani. Tyto antibiotika, ale nebrzdi tvorbu ostatnich bunécnych komponent.
Puisobi jen na bakterie ve stadiu ristu. Cim rychleji bakterie rostou, tim 1épe G&inkuiji
peniciliny a cefalosporiny na bakterie a naopak. Pokud se antibiotika podavaji u bakterii,
které témér nerostou, ucinek je nulovy. Proto je nejlepsi zahajit 1écbu okamzité, jesté kdyz
se infekce rozviji. Peniciliny a cefalosporiny maji ireverzibilni baktericidni ucinek.
Cykloserin plisobi v prvni fazi syntézy bunééné stény, kdy je L-alanin enzymaticky ménén
na D-alanin, poté se dvé molekuly D-alaninu spojuji dohromady. Cykloserin kompetitivné

inhibuje oba enzymy a je 1  strukturdlnim  analogem  D-alaninu.

(Lochmann, 1999; Votava, 2001)

1.2.2 PoSkozeni syntézy cytoplazmatické membrany

Cytoplasmatickd membrana je osmoticka bariéra bunky. Metabolity, ionty,
mineraly, nukleotidy a dalsi potfebné latky pomoci cytoplasmatické membrany zlistavaji
uvniti buniky. Zacnou-li na buiiku plsobit antimikrobni latky, které jsou povrchové aktivni,
dojde k nekoordinovanému uvoliiovani metabolitli, iontli, minerali a nukleotid zpét do

vnéjsiho prostiedi. Jedna se o ireverzibilni baktericidni efekt.

Mezi preparaty takto plsobici na cytoplazmatickou membranu patii: cyklicka
polypeptidova ATB, polymyxiny. Polypeptidy se navazi na fosfolipidovou ¢ast
cytoplazmatické membrany gram-negativnich bakterii, ¢imz dojde k letdlnimu zvySeni
permeability. Tyto antibiotika ptsobi na vytvofenou membranu, takze jsou ucinné i na
bakterie, které se jiz nemnozi. Bacitracin se vaze na cytoplasmatickou membranu gram-
pozitivnich bakterii a nadmémé zvySuji unik latek z bunky. Polyenova antifugalni
antibiotika se navazi na steroly. Ty se vyskytuji pouze u membran mikroskopickych hub a

kvasinek. (Lochmann, 1999; Jedlickova, 2004)
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1.2.3 Inhibice proteosyntézy

Mezi antibiotika inhibujici proteosyntézu lze zatadit napi. aminoglykosidy,
linkosamidy, tetracykliny, chloramfenikoly a makrolidy. Do skupiny aminoglykosida patii
streptomycin, neomycin, kanamycin, gentamycin. Aminoglykosidy pronikaji do bakterie a
navazi se na ribozomalni podjednotku 30S. Pfesunutim pouze jediné aminokyseliny tak
vzniknou chybné bilkoviny. I kdyz jsou bilkoviny odlisné jen nepatrné, staci takova to
drobna zména k tomu, aby bilkovina nemohla plnit strukturalni nebo enzymatickou funkeci.
Aminoglykosidy maji pomaly efekt. Musi tedy dojit k vétSimu nahromadéni pozménénych
bilkovin, aby se zastavily buné¢né funkce bakterii. Nahromadéni zménénych bilkovin v
kone¢né fazi postihuje bunécnou respiraci i permeabilitu. Aminoglykosidova ATB jsou
ireverzibilng baktericidni. Chloramfenikol se navdZe na ribozomalni podjednotku 508,
blokuje enzym ptendsejici rostouci peptidovy fetézec k dal§i aminokyseling, ktera ma byt
pripojena. Tetracyklin se vaze na ribozomalni podjednotku 30S, tim blokuje piistup
aminokyselin k ribozomtim. Nedochazi tak ke spojeni ribozomii. Makrolidy a linkosamidy
se vazi na ribozomalni podjednotku 50S. Dochdzi tak k blokaci proteosyntézy.
Linkosamidy, makrolidy, tetracykliny a chloramfenikoly maji  reverzibilni

bakteriostaticky efekt. (Lochmann, 1999)
1.2.4 Porucha syntézy nukleovych kyselin

Néktera antibiotika mohou poskodit syntézu nukleovych kyselin v rizné fazi jejich
vystavby. Tato antibiotika vSak plsobi nejen na bakterialni bunky, ale i na bunky vyssich
organismd, proto jsou pro lidsky organismus toxicka. Do této skupiny patfi: rifampicin,

trimetoprim, kyselina nalidixova, fluorochinolony. (Lochmann, 1999)
1.2.5 Antimetabolity

Antimetabolity plsobi zejména na trovni syntézy kyseliny listové. Sulfonamid
zpomaluje syntézu kyseliny listové na zakladé kompetitivni inhibice spolu s kyselinou
p-aminobenzoovou. Dale trimetoprim, ktery také pusobi na kyselinu listovou, ovSem
uplatiiuje se v jiném misté¢ metabolického fetézce. Zminéné latky plisobi bakteriostaticky.
Pokud se zkombinuji, vznikne latka kotrimoxazol, ktera ma baktericidni ucinek.
(Votava, 2001)
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1.3 Spektrum ucinku

Néktera antibiotika ptsobi jen na malou skupinu bakterii, maji tak uzké spektrum
ucinku. Patfi sem napft. antituberkulotika nebo spektinomycin, pouzivany k 1¢cb¢ kapavky.
Penicilin je bézny ptiklad antibiotik se stfednim spektrem uc¢inku. Psobi na vSechny
gram-pozitivni bakterie (krom& kment stafylokokdl produkujicich penicilinasu) a
gram-negativni koky. Penicilin neptisobi na vétSinu gram-negativnich ty¢inek. Ampicilin,
derivat penicilinu, a cefalosporiny prvni generace maji spektrum uc¢inku rozsifené o
pusobeni na gram-negativni bakterie. Na gram-pozitivni bakterie pusobi predevsim
glykopeptidy (vankomycin). Mezi antibiotika stfedniho spektra G¢inku plsobici na gram-
pozitivni bakterie spada i linkosamidy a makrolidy. Naopak mezi antibiotika ptisobici na
gram-negativni bakterie patii aminoglykosidy, polypeptidy a cefalosporiny III. generace.
Do skupiny Sirokospektrych antibiotik patfi tetracykliny a chloramfenikol, rifampicin a

kotrimoxazol, cefalosporiny a chinoliny vyssich generaci. (Votava, 2001)
1.3.1 Kombinace antibiotik

Pii 1é¢b¢ infekénich onemocnéni se uptednostiiuje monoterapie, tedy 1é¢ba jednim
kombinace dvou nebo vice ATB. Kombinace ATB mohou byt nékdy vyhodné, Casto se
vSak ATB kombinuji zbyte¢né. (Jedlickova, 2004)

Kombinace ATB se podava v ptipadé¢ smiSené infekce, ¢imz se rozsiti spektrum
ucinku. Jediny podavany preparat nedokaze postihnout celé spektrum bakterii, které
zpusobuji danou infekci. Takovéto infekce mohou byt zplisobené aerobnimi bakteriemi
(gram-pozitivnimi a gram-negativnimi) i anaerobnimi. Smisené infekce se vyskytuji pfi
masivnich traumatech, u hnisavych infekci dutiny ustni, bfi$ni, hrudni dutiny a u

gynekologickych infekei. (Votava, 2001; Jedlickova, 2004)

Dale se ATB kombinuji, aby se zabrdnilo vzniku bakteridlni rezistence. Vytvoteni
B-laktamas muize vyvolat aplikace kombinace dvou B-laktamovych ATB. Je nutné se
takovym kombinacim vyhnout a pfisn€ dodrZzovat =zasady terapie antibiotiky.

(Jedlickova, 2004)
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Kombinaci nékterych antibiotik vznikd synergismus. Jednd se o jev, kdy se
preparaty ve svém UCinku navzdjem povzbuzuji. Vznikd hlavné u kombinace
baktericidnich antibiotik (napf. kombinace aminoglykosidi a B-laktamt). Kombinaci
baktericidnich pB-laktamovych ATB s bakteriostatickymi tetracykliny, lankosamidy,
sulfoamidy nebo makrolidy miize dochézet k antagonismu. Je to stav, kdy je vysledny
ucinek nizsi nez aktivita G¢inn&j§iho antibiotika z kombinace. B-laktamy inhibuji syntézu
bakterialni stény, kterou buduji mnozici se bakterie, bakteriostatické latky pouze zastavuji
mnozeni bakterii. Osvéd¢ena kombinace ATB piisobici synergicky jsou bézn¢ k dispozici a

hromadné se vyrabi. Patii sem napiiklad baktericidni kotrimoxazol. (Votava, 2001)

Kombinace vice antibiotik sebou nese urcita rizika. U nemocného muize dojit ke
kolonizaci multirezistentnimi mikroorganismy. ZvySuje se také riziko precitlivéni na
podavana ATB, dale muze dojit k toxické reakci. Podavana antibiotika mohou mezi sebou
interagovat. Kombinace latek mize vyvolat i ekotoxickou reakci. U nemocného je nutné
sledovat jaterni a ledvinové funkce z divodu vétsSiho metabolického zatizeni. A v

neposledni fad¢ je nevyhodou vysoka cena Iéku. (Votava, 2001)

1.4 Zasady antimikrobialni terapie

Antibiotika jsou latky pouzivané ve vSech lékatskych oborech. Jsou podavané

velmi Casto, a proto je nutné dodrzovat urcité zasady.

Nejdulezitejsi je, podavat ATB pouze v piipadé bakteridlni infekce, ne v piipadée
infekce virové ¢i jiné. Zde by ATB nezabrala, virova infekce by se dale $ifila a nemocny

by byl navic zatézovan podavanymi ATB. (Votava, 2001)

Nasazeni léCby antibiotiky by se mélo provadét az po odbéru biologického
materidlu a samotném vySetfeni v mikrobiologické laboratofi. Zde z materidlu zjisti
puvodce piipadné infekce. Doba od odebrani biologického materidlu po ziskani vysledka
je dlouha, obvykle se jedna o 1-3 dny. Proto Ize nemocného 1éCit jen na zakladné
pfedchozich zkuSenosti se stejnym onemocnénim. Nasazuje se tzv. empirickd 1écba.
Rozlisuji se dva predpoklady pro empirickou lé¢bu ATB. Prvnim ptedpokladem je, Ze

urcity patogen vyvolava urcité infekéni onemocnéni, proto je velmi pravdépodobné, ze
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tento patogen zpusobil infekci i u lé€eného pacienta a mize se tedy nasadit empiricka

1é¢ba, Casto s naslednym mikrobiologickym ovéfenim. (Votava, 2001)

Déle je nutné ptesné dodrzovat davky a intervaly pouzivanych ATB, protoze jen
tak se zajisti dostatecna koncentrace ucinni latky v oblasti infekce. Velmi Castou chybou
tak byva zkracovani nebo prodluzovéani 1écby. Dilezité je také znadt farmakokinetiku u
vybranych ATB, protoze riizné G¢inné latky mohou pronikat do postizeného misto riznymi
zpusoby. Stejné tak se muZze liSit vazba na bilkovinny nosi¢, biologicky polocas rozpadu
ucinné latky, jeji vstiebavani ale i vylucovani. ATB pronikaji mnohem hiii do poSkozené
tkané nez do zdravé a nékterd ATB se nevstiebavaji ze stiev. Dilezitou roli pfi vybéru
vhodného ATB také hraje soucasny stav pacienta. Jsou to pacienti se snizenou imunitou
(onkologicti pacienti, po transplantaci nebo 1 novorozenci) jsou 1é€eni baktericidnimi ATB,
které se aplikuji parenteralné (aplikované mimo travici ustroji). Dale u pacientt s poruchou
ledvin nelze podat neurotoxické aminoglykosidy nebo ATB ktera se ledvinami vylucuji.
Podobné je to 1 poruch funkce jater, kdy je kontraindikovany injekéné podavany
tetracyklin a erytromycin. Nékteré ATB také mohou byt kontraindikovdna v t€hotenstvi

nebo u déti. (Votava, 2001; Lochmann, 1999)

1.5 Nezadouci uc¢inky antibiotik

Kazdy 1€k mize mit fadu nezadoucich — vedlejSich ucinkd. Bez vyjimky jsou to i

ATB. Mezi nezddouci u€inky ATB fadime ucinky toxické, alergické a biologické.

K toxickym ucinkim dochazi nejcastéji po predavkovani, nebo kdyz se neupravi
davkovani u pacienta s postizenymi ledvinami nebo jatry. Neurotoxické Gi¢inky se mohou
vyskytnout u aminoglykosidl, hepatotoxické u erytromycinu nebo tetracyklind.
Nefrotoxické ucinky zpusobuji aminoglykosidy, polymyxiny a vankomycin.
Hematotoxicky mulzZe byt napi. chloramfenikol, ktery mliZze vzacné vyvolat ireverzibilni
aplastickou anemii nebo agranulocytézu. Vedlejsi Uc¢inky plisobici na gastrointestinalni
trakt jsou zplusobeny tetracyklinem, likomycinem, erytromycinem, furantoinem a dalSimi.

(Votava, 2001, Jedlickova, 2004)
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Alergické reakce jsou obvyklé po penicilinech, cefalosporinech nebo sulfonamidech.
projevy. Velkym nebezpecim je anafylakticky Sok po injekénim podani penicilinu. Kromé
alergickych reakci se taky mohou objevit gastrointestinalni potize. (Votava, 2001,
Jedlickova, 2004)

24

mikrofloru. Antibiotika ji bud’ plné znic¢i, nebo hodné zredukuji. Hospitalizovani pacienti
s poskozenou mikrofloru mohou byt kolonizovani kmeny nemocnic¢nich bakterii, které
mohou byt rezistentnéj$i a vice patogenni nez puvodni mikroflora. Také se mohou
rozmnozit puvodni potencionalni patogeny, které byly mikroflérou udrzovany v
neskodném mnozstvi. Napiiklad mohou vznikat pseudomembranozni kolitidy vyvolané
Clostridium difficile po linkosamidech, dale kvasinkové vulvovaginitidy po uZzivani
sirokospektrych ATB nebo enterokokové ¢i pseudomonddové sepse zpusobené uzivanim

cefalosporint prvni a druhé generace. (Votava, 2001, Jedlickova, 2004)
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2 KLASIFIKACE ANTIBIOTIK

2.1 pB-laktamova antibiotika

Nazev je odvozen od B-laktamového kruhu, ktery obsahuji. Jedna se o ¢tyiclennou
strukturu s dvémi atomy dusiku a ctyfmi atomy kysliku. RozliSuji se rtizné druhy
B-laktam®. Lisi se zejména substituenty piipojenymi na P-laktamovy kruh. Mezi

B-laktamova antibiotika se fadi peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy

(viz Tabulka 1)

V bunice bakterie se B-laktamy vazi na enzymy, které se podileji na tvorbé
peptidoglykanu, zakladni slozce bunééné stény. Tyto enzymy ovliviiuji tvorbu peptidovych
a glycinovych mustkt, které spojuji Fetézce stiidajicich se molekul kyseliny
N-acetylmuramové a N-acetylglukosaminu. Oznacuji se zkratkou PBP (z angl. penicilin
binding protein, protein vazajici penicilin). f—laktam se navaze na PBP a tim se zastavi
tvorba peptidoglykanové vrstvy v rostoucich bakteriich. Zaroven dojde k uvolnéni
autolytickych enzymu, které poSkodi a rozpusti bakterialni sténu. Nasledkem je rozpad
bakterialni buiiky. f—laktamy tedy maji baktericidni G¢inek. Uginnost p-laktamovych ATB
zavisi na dob¢ udrzovani jejich hladiny nad minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), tzn.
¢im déle je koncentrace ATB nad hodnotou MIC, tim vice uGé¢inkuji. (Votava, 2001,
Lochmann 1999)

B-laktamy se pomérné rychle vylucuji moci, takze se Ui¢innd hladina podavaného
ATB udrzi v téle nemocného jen kratce. Proto se jednotlivé davky ATB musi podavat
Castéji (kazdych 6-8 hodin). Mezi vyjimky patii ceftriaxon, ktery se podavan jen jednou
denné. Toxicita B-laktamu je velmi nizka, pfesto mtze vzniknout alergicka reakce, ktera se
muze projevit jen lehkou kopfivkou, nebo miZze vzniknout tézka aZz zivot ohrozujici
alergicka reakce — anafylakticky Sok, ktery se muze rozvinout po aplikaci penicilinu.
(Votava, 2001)
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Tabulka 1 Rozdéleni p—laktamovych antibiotik.

Rozdéleni f—laktamovych antibiotik

Peniciliny
Acidolabilni benzylpenicilin (penicin G)
Acidostabilni fenoxymetylpenicilin (Penicilin V)
Odolné proti stafylokokové -
P oxacilin
penicilinase

Aminopeniciliny

ampicilin, amoxicilin, co-ampicilin,
co-amoxicilin

Ureidopeniciliny

piperacilin, co-piperacilin

Karboxypeniciliny

co-tikarcilin

Cefalosporiny

I. generace

cefalotin, cefazolin
Peroralni: cefalexin, cefadroxil,
cefaclor

Il. generace

cefuroxim, cefamandol, cefamycin,
cefoxitin
Peroralni: cefurosim axetil

I11. generace

ceftizoxim, cefotaxim, ceftriaxon,
ceftazidim

Peroralni:
ceftibuten

cefixim, cefpodoxim,

IV. generace

cefpirom, cefepim

Monobaktamy

aztreonam

Karbapenemy

imipenem, meropenem, ertapenem

Zdroj: Votava, 2001

2.1.1 Peniciliny

Peniciliny jsou jedny z nejucinngjSich ATB, ktera se navic vyznacuji minimalni

toxicitou. Tato antibioticka latka se izoluje z kultury plisné Penicillium chrysogenum a

dal$ich plisni, které uvolnuji 6-aminopenicilanovou kyselinu. V molekule této kyseliny je

B-laktamovy kruh spojen s péti¢lennym kruhem thiazolidinu (

Obrazek 1). Tento meziprodukt se v laboratofi rizné biochemicky nahrazuje a

ziskavaji se tak rizné druhy penicilinu. Vznikla ATB tak maji rizné spektrum ucinku,

riznou stabilitu proti nizkému pH a rtizné vlastnosti viéi B-laktamasam. Farmakologicky

1ze peniciliny rozdélit na zékladni (acidostabilni a acidolabilni), peniciliny odolné proti

stafylokokovym penicilinasam, aminopeniciliny, ureidopeniciliny a karboxypeniciliny.

(Votava, 2001, Lochman 1999)
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Obrazek 1 Obecny vzorec penicilinu.
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Zdroj: Votava, 2001

Acidolabilni peniciliny jsou nestalé pii nizkém pH. Je nutné je podavat
parenteralné. Spektrum ucinku je velmi Siroké. Plsobi na gram-pozitivni koky a tyCinky, a
nékteré gram-negativni koky a ty¢inky. Do této skupiny penicilini spada benzylpenicilin
(také penicilin G). Je podévan intraven6zné pii zévaznych infekcich streptokokovych,
klostridiovych, meningokokovych meningitidach, u gonokokovych sepsi, zaskrtu,
pneumokokové pneumonie, antraxu, zaskrtu, vrozené syfilis a neurosyfilis, dale u

leptospirozy a u tietiho stadia lymeské boreliozy. (Votava, 2001)

Acidostabilni peniciliny nepodléhaji ucinku zaludeCnich §tav. Patii sem
phenoxymethylpenicilin (také penicilin V), ktery je velmi ¢asto piedepisovanym

peroralnim ATB. Spektrum ucinku je stejné jako spektrum penicilinu G.

Peniciliny stabilni vici p-laktamasam jsou ATB odolné proti plisobeni p—
laktamas, které jsou produkovany kmeny Staphylococcus aureus. Proto byvaji prvni
volbou 1ékari u stafylokokové infekce. Dale se pouzivaji pii 1é¢bé smiSenych
stafylokokovych a streptokokovych infekci. Do této skupiny patii oxacilin a methicilin, ale
v poslednich 10 letech se vyskytuje stale vice kmenl s rezistenci k nim, nejzndmé&jSim
ptikladem je MRSA (methicilin rezistentni Staphylococcus aureus). (Lochmann, 1999;
Votava, 2001)

Aminopeniciliny ptsobi na vétsi spektrum bakterii. Nejvice plsobi na fadu
gram-negativnich ty¢inek (Escherichia coli, Proteus mirabilis, bordetelly, shigelly,
hemofily, helikobaktery, salmonely atd. Zkratka pasobi jen na takové bakterie, které

neprodukuji B-laktamasy. Také plisobi na nékteré gram-pozitivni bakterie, nejcastéji na
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bakterie kmene Enterococcus faecalis. Aminopeniciliny se nemocnému podavaji
peroralné. Pouzivaji se u infekci dolnich i hornich cest dychacich, zanéti sttedniho ucha, u
akutni sinusitidy. Dale je I€kafi predepisuji u zanéti mocovych cest, k vymyceni
Helicobacter pylori, a jako prevenci pied endokarditidou pii drobnych chirurgickych
operaci a invazivnim zékrokem. Aminopeniciliny nelze podavat u infekci zpisobenych
shigellami, protoZe se absorbuji v proximalnim useku zazivaciho traktu. Pro zvySeni
ucinnosti se kombinuji s inhibitory B-laktamas, jako je kyselina klavulanova, sulbaktam
nebo tazobaktam. Mohou se proto poté pouzit i k 1é¢b¢ infekci zblisobenych kmeny

produkujici B-laktamasy. (Votava, 2001)

Ureidopeniciliny jsou protipseudomonadova antibiotika a patii mezi né¢ zejména
piperacilin, ktery ma vétsi Géinek a lze ho pouzit i u leukemickych pacientl se septickymi
stavy. Tento druh penicilinii se podava pouze parenteralné a maji Siroké spektrum ucinku.
Ureidopeniciliny mohou byt rozkladané enzymy, B—laktamasou i cefalosporinasou. Proto
také existuje kombinace piperacilinu s tazobaktamem (inhibitor B-laktamas) nesouci nazev

co—piperacilin.(Votava, 2010)

Karboxypeniciliny obsahuji pouze jednu latku, ticarcilin. V 1ékarné je k dostani
pouze v kombinaci s kyselinou klavulanovou. Tato kombinace se nazyva co-ticarcilin. Je
ucinna na vEtsi mnozstvi rezistentnich nemocni¢nich kmen.

(Lochmann, 1999; Votava, 2001)
2.1.2 Cefalosporiny

Mezi zékladni kdmen cefalosporinil patii kyselina 7-aminocefalosporanova, ktera
byla  separovana z rodu plisné  Cephalosporium.  Molekula  kyseliny
7-aminocefalosporanové obsahuje B-laktamovy kruh, na ktery se navazuje SestiClenny
dihydrothiazinovy kruh (Obrazek 2). Cefalosporinova ATB maji mechanismus ucinku
stejny jako ostatni B-laktamy, také zpomaluji syntézu bunécné stény a plisobi baktericidné
na mnozici se mikroby. Spektrum ucinku u této skupiny ATB je velmi Siroké a toxicita je
pomérné mala, i kdyz je vyssi nez u penicilint. Cefalosporiny se velmi snadno kombinuji s
polypeptidickymi ATB, aminoglykosidy, fluorochinolony anebo s nitroimidazoly. Coz se
vyuziva u 1écby vzacnych infekci. Cefalosporinovda ATB se rozd€luji do Ctyi generaci.
Ttidi se dle spektra G¢inku, priniku skrz buné¢nou sténu a senzitivity proti p—laktamasam.
(Votava, 2010)
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Obrazek 2 Chemicky vzorec cefalosporinu.
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Zdroj: Votava, 2001

Cefalosporiny 1. generace maji podobné spektrum ucinku jako ampicilin.
Bezpecéné pusobi na gram-negativni bakterie (kmeny rodd Escherichia, Klebsiella a
Proteus), u¢inkuje i na gram-pozitivni koky. Nejcastéji se cefalosporiny I. generace
podavaji peroralné. Pouzivaji se zde preparaty: cefalexin, cefadroxil i cefaclor. Ovsem u
hospitalizovanych pacientu se stfedné tézkymi infekcemi Ize aplikovat cefalotin a cefazolin
injekéné. (Votava, 2010, Lochmann, 1999)

Vseobecné jsou cefalosporiny Il. generace odolngjsi vici pisobeni p—laktamas.
Spektrum uc¢inku této skupiny cefalosporinti je rozsifeno o dalsi gram-negativni tyCinky.
Tato ATB se podavaji peroralné, ale i injek¢né. Mezi peroralni 1éCiva patii cefuroxim a
injek¢né se podava kromé cefuroximu také cefamandol a cefamycinové ATB, cefoxitin. To
je velmi dobfe U¢inné na anaeroby, ale zaroven silné podporuje tvorbu p-laktamas.

(Votava, 2010, Lochmann, 1999)

Cefalosporiny I11. generace maji velky G¢inek na gram-negativni bakterie. Tato
ATB se opét podavaji jak peroralné, tak injekéné. Mezi peroralni latky patii napt. cefixim,
cefpodoxim a ceftibuten. OvSem ani jeden z uvedenych pfipravkii nepisobi na
pseudomonady a ani na stafylokoky. Pod injekéné podavané cefalosporiny Ill. generace
spada ceftizoxim (pisobi i na hemofily) a cefotaxim (podavany v neonatologii). Dale sem
patii ceftriaxon, ktery pronika pies hematoencefalickou bariéru. V porovnani s ostatnimi
cefalosporiny ma pomérn¢ dlouhy polocas rozpadu, a proto Ize podavat jednou denn¢.

(Votava, 2010, Lochmann, 1999)

Cefalosporiny IV. generace jsou ATB, ktera lze podavat pouze parenteralné.
Mohou prostoupit zevni membranou gram-negativnich bakterii, jsou odolné proti ptisobeni

B-laktamas a jsou vysoce pfilnavé k PBP. Pii porovnani IV. generace cefalosporinli s
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niz§imi generacemi, byl prokazéan lepsi u€inek na gram-pozitivni bakterie. Podéavaji se pfi
1é¢bé velmi zavaznych (az Zivot ohrozujicich) smiSenych nebo gram-negativnich infekci.
V takovych to piipadech se podavaji cefalosporiny IV. generace samostatné nebo se

kombinuji s chinolony nebo s aminoglykosidy. (Votava, 2010, Lochmann, 1999)
2.1.3 Ostatni p—laktamova antibiotika

Patfi mezi n¢ dvé skupiny, monobaktamy a karbapenemy. Monobaktam
aztreonam pusobi jen na gram-negativni bakterie. Jeho spektrum ucinku je tak Siroké, ze

dokaze zastoupit aminoglykosidy, které mohou byt toxickeé.

Karbapenemy meropenem, imipenem a ertapenem jsou Sirokospektré, obsahnou jak
gram-pozitivy, tak gram-negativy vcetné¢ pseudomonad a anaerobii. Jsou také rezistentni
proti pisobeni B-laktamas a jedna se o ATB posledni volby. Proto je lze pouzit u 1é€by
infekci zptisobenych nemocni¢nimi multirezistentnimi kmeny a také u tézkych aerobnich i

anaerobnich infekci. (Votava, 2001)

2.2 Tetracykliny

Nazev tetracykliny je odvozen od skladby molekuly, kterd obsahuje CcCtyti
kondenzované Sesti¢lenné cykly. Uéinek tetracyklini je zaloZen na inhibici proteosyntézy.
Zabranuji komplexu tRNA—aminoacyl navazat se na kompetentni misto na ribozomu.
Tetracykliny by tak mohly zabranovat syntéze i v lidskych buiikach. AvSak mnohem
snadnéji pronikaji do bakterialnich bun¢k, kde plsobi. Maji velmi rozsahlé spektrum
ucinku, do kterého patfi: gram-pozitivni i gram-negativni bakterie, mykoplasmata,
chlamydie, spirochéty, rickettsie a protozoa. KdyZz se zacaly tetracykliny pouZivat, mély
vyvijet rezistence a spektrum uc¢inku se tak zaCalo zuZovat. Dnes je fada bakterii na
tetracykliny rezistentni. Tetracykliny plisobi hlavné bakteriostaticky. Snadno se vstiebavaji
ze stfevniho traktu, proto se podavaji perordlné ale i1 parenteraln€. Jsou malo toxické pro
lidsky organismus, maji vSak celou fadu negativnich ucCinkti. NejCastéji se projevuji
gastrointestinalni poruchy, dale mohou zpusobit zluté zabarveni zubt a ovlivnit tvorbu
kosti. Proto jsou kontraindikovany u déti. Tetracykliny se rozdéluji do tfech skupin:
I.-111. generace. (Votava, 2001; Lochmann, 1999)
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Vstiebavani tetracyklinii 1. generace probiha v hornim useku zazivaciho traktu.
Aplikaci ATB nala¢no nebo se souc¢asnym podanim kyseliny citronové se vstiebani zlepsi.
ATB podana soucasn¢ s mlécnymi produkty, vytvori komplexy s vapnikem, ktery se velmi
Spatné vstiebava. Priinik tetracyklini do tkani je dobry. Nejvice se hromadi ve zluci. Zde
muize koncentrace dosahnout az baktericidniho u¢inku. Zlu¢ s ATB se dale vléva do stfeva.
Tady se mohou tetracykliny znovu vstiebavat. Nevstieband ATB se vylucuji stolici.
Vétsina vstiebané latky se vylou¢i moci. Hlavnim zastupcem je tetracyklin.

(Lochmmann, 1999)

Tetracykliny Il. generace maji mnohem S$irsi G¢inek nez tetracykliny klasické.
Podavaji se v miligramovych mnozstvich (klasické tetracykliny se podavaji v davkach
gramovych). Lze je aplikovat jednou az dvakrat za 24 hodin, protoZze maji prodlouzeny
polocas rozpadu. Tyto tetracykliny se dobie vstfebavaji, strava je ovliviiuje nepatrné, a
proto se mohou podavat peroralné. Moci se vylucuje zhruba jen 45 % vstfebanych ATB.
Zbytek je organismem metabolizovan. Hlavnim zéastupcem je doxycyklin.

(Lochmmann, 1999)

Tetracyklinem 111. generace je tigecyklin pouzivany od roku 2005. Podava se
pouze parenteralné a je ucinny na veétSinu grampozitivli i gramnegativi, véetné MDR
bakterii. Mize se jevit slabé nefrotoxicky nebo hepatotoxicky, proto by se nemél podavat

pacientlim s poSkozenim jater ¢i ledvin. (Lochmmann, 1999)

2.3 Aminoglykosidy

Aminoglykosidy jsou slozeny z trisacharidi, které maji ve své molekule
aminocukry. V molekule ATB se nachazi aminocyklitolovy kruh, na ktery se pomoci
glykosidické vazby vazi dva aminocukry. Aminoglykosidy se uplatiuji v ribozomech, kde
pusobi na vznik bakterialni proteosyntézy, kde se k#izi s vazbou formylmethionyl —

.....

jsou dulezité pro vznik bilkovin. (Votava, 2001)

Spektrum ucinku aminoglykosidovych ATB je velmi Siroké. Pusobi na
gram-pozitivni i gram-negativni bakterie. Maji baktericidni ucinek. Protoze se neabsorbuji

z gastrointestinalniho traktu, musi se podavat parenteralné. Hife pronikaji do tkani, a do
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mozkomisniho moku nepronikaji. Nevyhodou byva jejich toxicita, kterd plisobi i na
makroorganismus. Aminoglykosidy lze rozd¢lit: klasické (neomycin, kanamycin,
streptomycin), novodobé — maji silnéjs$i ucinek (gentamycin, netilmicin, amikacin a

tobramycin) a bakteriostatické (spektomicin). (\Votava, 2001)

Streptomycin pusobi baktericidn€, poddva se injekéné a ptlisobi nejvice na
Mycobacterium tuberculosis a také na nékteré gram-negativni mikroby. Vyskytuji se zde
také rezistence. Nejvice rezistentni jsou sporulujici mikroorganismy, mensi rezistenci pak

vykazuji streptokoky a pneumokoky. (Votava, 2010)

Neomycin a kanamycin maji velmi podobné vlastnosti. Neomycin Ize pro jeho
toxicitu podavat pouze lokaln¢. Jeho kombinace s bacitracinem a polymyxinem se hojné
vyuziva u 1écby povrchovych infekei sliznic a kiize. Neomycin se aplikuje ve formé spreje,
masti, zasypu, krému, geli a kapek. Kanamycin se podava parenterdlné. VyuZziva se pfi
lécbe akutnich infekci zpisobenych senzitivnimi gram-negativnimi bakteriemi rodu
Proteus a Escherichia coli. Ob¢ zminéné latky maji baktericidni t¢inek a plsobi na

vSechny gram-negativni ty¢inky. (Votava, 2010)

2.4 Makrolidy

Makrolidy se skladaji z makrocyklického laktonu. Laktonova molekula obsahuje
velky, 14—16¢lenny kruh, na ktery jsou navazany az dva dalsi cukry. Makrolidy se ptichyti
na rRNA (ribozomalni) a zastavuji proteosyntézu. Po vzniku peptidické vazby zabranuji

uvolnéni tRNA. (Votava, 2001)

Jejich spektrum ucinku je tizké. Nejvice pisobi na gram-pozitivni bakterie a na
kmeny, které jsou odolné vici penicilinu. Také velmi efektivné plisobi na bordetely,
neisserie, leptospiry, treponemata, chlamydie, mykoplasmata a legionelly. Makrolidy na
bakterie pusobi bakteriostaticky. VSechny latky patiici do makrolidl se velmi dobie
resorbuji v gastrointestinalnim traktu, mohou se tak podavat peroraln¢, ale také
parenteralné¢. Makrolidy jsou prakticky netoxické. Pouze pii podavani vysokych déavek

mohou pusobit hepatotoxicky. (Votava, 2010)
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Nejpouzivangjsi latkou je erytromycin. Jeho spektrum uUc¢inku odpovidd spektru ucinku
penicilinu. Plsobi tak na stejné mikroorganismy, jako jsou: gram-pozitivni bakterie,
gram-negativni koky a spirochéty. Velmi ucinny je u stafylokokovych infekci, ale v
souvislosti s jeho béznou aplikaci vznikaji velmi odolné bakteridlni kmeny. Erytromycin
lze podavat u pacientd, ktefi citlivi nebo alergi¢ti na penicilin. Aplikuje se peroralné, ale
také injekén€. Po peroralnim podani se v gastrointestinalnim traktu absorbuje velmi dobie.
Pronika do bunék, kde mize byt jeho koncentrace vyssi nez v plazmé. Spatné pronika do

mozkomisni tekutiny a do kloubniho prostoru. (Lochamnn, 1999)

2.5 Linkosamidy

Utinna latka linkomycin se ziskala z kmene Streptomyces lincolnensis, podle
kterého ziskala svoje jméno. Struktura je odvozena od aminokyseliny prolinu, kterd ma
nahrazené nékteré ¢asti amidy a aminocukrem thiolinkosamindy. U¢inek toho ATB je
bakteriostaticky. Plsobenim linkosamidii nevznika peptidickd vazba a prodluzuje se
molekula vznikajicich proteint. Uginné inhibuje riist gram-pozitivnich bakterii. Velké plus
je, ze pusobi i na penicilin-rezistentni stafylokoky. Do spektra G¢inku jesté patii anaerobni
mikroorganismy. Aplikuji se perordln¢ i parenterdln¢ a velmi dobife se absorbuji z
gastrointestinalniho traktu. Velmi dobie pronikaji do polymorfonukleari, makrofagi a
kostni tkan€, coz je velmi vyhodné pii 1é¢b¢ stafylokokové osteomyelitidy. Naopak viibec
nepronikaji do mozkomiSniho moku. Linkosamidy maji velmi nizkou toxicitu. Tato
skupina ATB ma dva =zastupce: linkomycin a klindamycin. (Votava, 2010,
Lochmann 1999)

Linkomycin se aplikuje peroralné i parenteralné. Svym ucinkem se velmi podoba
erytromycinu (makrolidy), av§ak m4 jiné chemické sloZeni. V praxi se pouZziva hlavné u
infekei zplsobenych stafylokoky. Také lze podat namisto benzylpenicilinu, zejména v
ptipad¢, kdy je benzylpenicilin kontraindikovan. Linkomycin lze také podat u anaerobnich

infekci a velmi dobfe G¢inkuji kombinace s aminoglykosidy. (Lochmann 1999)

Klindamycin ma oproti linkomycinu vétsi antibakterialni ucinek, ale spektrum
pusobeni je stejné. Také je vyhodné&jsi po farmakokinetické strance, kdy se mnohem Iépe

absorbuje, ale je vice toxicky. (Lochmann 1999)
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2.6 Amfenikoly

Nejzndméjsi a nejdostupnéjsi ATB z této skupiny se nazyva chloramfenikol.
Nejprve byl izolovan z kmene Streptomyces venezuelae, nyni se piipravuje synteticky.
Chloramfenikol zabranuje vzniku peptidické vazby, protoze pusobi na peptidyltransferasu.
Piisobi na proteosyntézu probihajici pouze v butikach bakterii, protoze ma mnohem vétsi
afinitu k podjednotce 50S bakterialniho ribozomu. Chloramfenikol ma velmi Siroké
spektrum ucinku. Podava se pii infekcich vyvolané aerobnimi i anaerobnimi gram-
negativnimi i gram-pozitivnimi bakteriemi, ale ma pouze bakteriostaticky t¢inek. Dokaze
pusobit na intracelularn¢ ulozené mikroby a velmi dobie pronika i do likvoru a tkani.
Chloramfenikol mtze ptisobit velmi toxicky. Zplsobuje Sedy syndrom u novorozenci,
hlavn¢ u nedonoSenych. Déle miiZze jeho podani zpiisobit poruchy kostni diené (dojde k
utlumu krvetvorby nebo zpusobi vznik aplastické anémie). Z téchto davoda se
chloramfenikol podava jako ATB druhé¢ volby. Aplikuje se u zdvaznych infekci, kde nelze
pouzit ATB jina. (Votava, 2010, Lochmann 1999)

2.7 Polypeptidova antibiotika

2.7.1 Polymyxiny

Jedna se o ATB s relativné velkou molekularni hmotnosti, okolo 1750 Da, proto
Vv téle hiife pronikaji do tkani. Molekuly maji celkovy pozitivni naboj, proto se velmi dobie
vazi na negativni naboj povrchu gram-negativnich bakterii, konkrétné€ na lipopolysacharidy
(LPS). Polymyxiny pusobi baktericidné. Po navazani ATB na LPS gram-negativnich
bakterii dochazi k vychytavani Mg2+ a Ca” iontd, &imz dojde k destabilizaci bunécné

membrany bakterii, iniku komponent a buné¢né smrti. (Bialvaei, a kol., 2015)

Klinicky se u nas pouziva pouze kolistin. Lze ho pouzit k 1é¢b¢ infekci mocovych
cest, u takovych to pfipadd se podava injekéné, protoZze se z vEétsi Casti jeho molekula
objevi v moci ve zcela nezménéném stavu. V posledni dobé se Casto jedna o antibiotikum
posledni volby vyuzivané pro 1écbu infekci zplsobenymi MDR bakteriemi, zejména

z celedi Enterobacteriaceae a nefermentujicich tycinek. (Votava, 2010)
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2.7.2 Glykopeptidova antibiotika

Glykopeptidovd ATB ptisobi na trovni syntézy bakteridlni stény. Zabranuji
vznikajicimu peptidoglykanu zesit'ovani, tak ze se vazi na konec peptidového fetézce. Maji
baktericidni u¢inek na mikroorganismy. Mezi nejznaméjsi glykopeptidova ATB patii
vankomycin. Spektrum uc¢inku je pomérné uzké. Plsobi na spirochéty a gram-pozitivni
bakterie. Velkou vyhodou vankomycinu je, Ze pusobi na rezistentni kmeny. Ptikladem
jsou: Staphyloccocus aureus (zejména lécba infekci zplsobenych kmeny MRSA),
Staphyloccocus epidermidis, Corynebacterium jeikeium a Enterococcus faecalis. Ale také
se vyskytuji kmeny bakterii, které jsou na vankomycin primarné rezistentni. Takové to
bakterie maji na konci peptidového fetézce laktat nebo serin, protoze vankomycin se vaze

na D-alanyl-D-alanin, a u téchto bakterii se nema kam navazat. (\Votava, 2010)

2.8 Ansamycinova antibiotika

Ansamyciny jsou sloZeny ze systému benzenovych jader. Prvni ansamycinovym
ATB je rifamycin izolovan z kmene Streptomycers mediterranei. Dnes se Kklinicky
pouzivaji synteticky ziskané derivaty rifampicin a rifabutin. Ansamyciny se vazi na RNA
polymerasu v bakterii. Diky tomuto kontaktu nevnikda mRNA a neprobiha proteosyntéza.
Na bakterie plsobi baktericidng. Spektrum ucinku je Siroké. Lze podat u infekci
zpusobenych napft. stafylokoky, enterokoky, neisseriemi, legionellou, hemofilem, ale i
mykoplasmaty. Rifampicin je 1€k, ktery se podava oralné. Vyborné pronika do tkani a
vyluéuje se zluéi. Zluté zabarveni modi a slin je znamkou spravného uzivani ATB. Pouziva
se u lécby umélohmotnych chlopni nebo jinych implantatd, které jsou napadeny
stafylokokovou infekci. Podava se pouze v kombinaci s jinym ATB pro rychle vznikajici
rezistenci. (Votava 2001, Lochmann 1999)

2.9 Pyrimidiny a sulfonamidy

Sulfonamidy inhibuji syntézu kyseliny tetrahydrolistové, kterd je dileZzita pro vznik
pirimidind a purinl tim padem se nevytvaii nukleonové kyseliny. Sulfonamidy jsou svou
stavbou podobné kyseliné p-aminobenzoové — PABA. S tou to kyselinou soutézi o vazebné
misto na enzymu, ktery katalyzuje reakci vzniku tetrahydrolistové kyseliny. Po aplikaci

sulfonamidu se kyselina tetrahydrolistova nesyntetizuje. Je to klasicky ptipad kompetitivni
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inhibice. Sulfonamidy pisobi jen na buniky bakterialni, protoze buiky lidského organismu,

nevyrabi kyseliny listovou, pouze ji pfijimaji z potravy. (Votava, 2010)

Sulfonamidy maji bakteriostaticky ucinek. Z gram-pozitivnich bakterii piisobi na
stafylokoky, streptokoky, nokardie a klostridia. Z gram-negativnich jsou nejvice G¢inné na
chlamydie a legionelly, mén¢ pak ptisobi na hemofily, protey, escherichie a klebsielly. V
dnesni medicin€ se sulfonamidy podévaji jen vyjimecné napt. u mocovych infekci. Také je

1ze aplikovat mistné. (Votava, 2010)

Do skupiny sulfonamidii také patfi antimetabolit trimethoprim. Stejné jako
sulfonamid ptisobi na urovni syntézy kyseliny listové, ovSem pulsobi na jiny enzym.
Spektrum ucinku je ponékud S$irSi. Samostatné lze trimethoprim pouzit u castych a
opakujicich se infekci mocovych cest. Nejcastéji se vSak kombinuje se sulfonamidem
sulfamethoxazolem. Vysledna latka se nazyva kotrimoxazol. Je velmi mala
pravdépodobnost vzniku rezistence u této kombinace ATB, ale objevuje se zde i
synergicky ucinek. Spektrum Uc¢inku nejvice zahrnuje gram-negativni bakterie. Z gram-
pozitivnich mikroorganismii U¢inkuje nejvice na streptokoky a stafylokoky. Nejcastéjsi
vedlej$i ucinky se mohou objevovat v podobé nausey, zvraceni a vyskytuji se kozni

problémy. (Votava, 2010)

2.10 Nitroimidazoly a nitrofurany

Do skupiny nitroimidazoli patii zejména metronidazol. Poté co ATB pronikne
pfes membranu do buriky, redukuje se na metabolity, které pak ni¢i DNA mikrobu. Aby se
metronidazol zménil na metabolit, musi mit intracelularni prostiedi dostatecné redoxni
potencial. Takovéto prostiedi se vyskytuje u anaerobnich mikrobti. Metronidazol se tedy
nejvice pouziva u anaerobnich infekci. K 16€bé smiSenych aerobnich a anaerobnich infekci
mekkych tkani a bficha se pouzivaji v kombinaci s B-laktamy. Samotné je lze vyuzit k
vyhubeni Helicobacter pylori nebo se podavaji z diivodu predchéazeni infekci u rizikovych

chirurgickych operaci. (Votava, 2001)

Nitrofurany pasobi na turovni syntézy bilkovin bakterii. Jejich ucinek je
bakteriostaticky a spektrum ucinku Siroké. Plsobi napf. na streptokoky, stafylokoky,

enterokoky, klebsielly a escherichie. Z diivodu Spatného priniku do tkéni se nitrofurany
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pouzivaji pouze i infekci mocovych cest. OvSem velkou vyhodou je velmi mala
pravdépodobnost vzniku rezistence. Nejvyznamnéj$§im zastupcem je nitrofurantoin.

(Lochmann, 1999, Votava 2001)

2.11 Chinolony

Chinolony ptisobi na buiiku baktericidné a u€inkuji na irovni metabolismu DNA.
Spektrum uc¢inku zahrnuje gram-negativni, gram-pozitivni bakterie a také anaeroby. Lze je
rozdélit do ctyf generaci — I-IV. Obecné se chinolony I. generace Spatné vstiebavaji
Z gastrointestinalniho traktu ovSem chinolony II. az IV. generace se velmi dobie
vstiebavaji, snadno pronikaji skrz membrany do bun¢k a tkani, metabolizuji se v jatrech a

vylucuji se mo¢i. (Votava 2010, Lochmann 1999)

Do I. generace patifi nefluorované chinolony, ptsobi hlavné na gram-negativni
bakterie a hlavnim zastupce je kyselina oxolinova. Tato ATB se pouZzivaji piredevs§im

K terapii infekci dolnich cest mocovych. (Votava 2010)

Do II. az IV. generace spadaji fluorované chinolony. Il. generace fluorovanych
chinolinii pliisobi na SirSi spektrum gram-negativnich bakterii a pouzivaji se k 1éc¢bé
stievnich, zazivacich 1 mocovych infekci. Spektrum ucinku I1l. generace chinolovych
ATB je rozsifeno o streptokoky a pneumokoky a slouZi jako zasobni ATB pro respiracni
infekce. 1V. generace ptsobi kromé vsech jiz zminénych bakterii i na anaeroby. Podavaji
se v ptipad¢ smisenych infekci. (Votava 2010)

2.12 Nové schvalena antibiotika

V dne$ni dobé narlsta rezistence bakteridlnich kment, které byly doposud citlivé
k ATB, mnohem rychleji, nez jsou ud€lovany registrace a zavadéni novych ATB na trh,
které by byli €inné proti rezistentnim bakteriim. Vyzkum novych antibiotickych molekul
je velmi obtizné. Mnoho vétSich farmaceutickych firem odeSlo z prostiedi vyzkumu,
protoze je zde velké riziko nenavratnosti investic. V 90. letech minulého stoleti se
vyzkumem novych ATB latek zabyvalo 18 velkych farmaceutickych firem. Dnes do této

oblasti investuji pouze 4 firmy. (Sou¢kova, Ruzsikova 2016)
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Od roku 2000 bylo zaznamenano 30 novych molekul antibiotickych latek. OvSem
velka ¢ast téchto ATB maji odvozenou chemickou strukturu od zndmé a pouzivané ATB
latky. Ve vyvoji a vyzkumu novych ATB latek je ale potfeba zaméfit se na nové ATB tiidy
s takovym mechanismem ucinku, na ktery si bakterie nestaCili vytvofit rezistenci.
V poslednich letech se situace mirné zlepsila. Byly registrovany latky, vhodné pro 1écbu
infekci zpisobenych gram-pozitivnimi bakteriemi, zahrnujici i methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus — MRSA. U infekci zpusobenych gram-negativnimi bakteriemi
(vCetné sepsi, nozokomidlnich infekci atd.) dochazi k piipadiim, kdy jsou izolovany
multirezistentni (MDR) bakterie, k jejichz terapii nejsou k dispozici zadné G¢inné ATB

latky. (Souckova, Ruzsikova 2016)

Stale Castéji se vyskytuji infekce zpiisobené bakteriemi produkujicimi Sirokospektré
B-laktamasy — ESBL a karbapenemasy (to jsou bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae), nebo
multirezistentni nefermentujici gram-negativni bakterie (Pseudomonas aeruginosa). U

takovych to infekci je nutné pouzit rezervni ATB. (Souckova, Ruzsikova 2016)

Od roku 2000 bylo odhaleno jen 5 novych tfid ATB. Jedné se o oxazolidinonovou
ttidu (schvélena v roce 2000, G¢innou latkou je linezolid, pouzivad se systémove), tiida
lipopeptidova (schvalena v roce 2003, latka méa ndzev daptomycin a lze pouzit systémove),
pleuromutilinova tfida (U¢inna latka se nazyva retapamulin a Ize pouzit pouze lokalné,
schvélena v roce 2007), tiacumicinova tfida (u¢innou latkou je fidaximycin a pouZziva se u
infekei zpusobenych Clostridium difficile, schvalena 2010), tfida diarylquinolinova
(schvéalena 2012, pouziva se latka  bedaquilin  k systétmové  terapii).

(Souckova, Ruzsikova, 2016)
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3 REZISTENCE MIKROORGANISMU
K ANTIBIOTICKYM LATKAM

Rezistence je odolnost organismu ¢i mikroorganismu na Skodlivé plsobeni néjaké
latky nebo mikroorganismu. Rezistence na antibiotika tedy znamena stav, kdy bakterie
ziskaly vici antibiotikim imunitu, diky niz jim antibiotika nemohou nijak uSkodit.
V dnesni dobé je bakteridlni rezistence velkym celosvétovym problémem. (Jedlickova,

2004)

Nékteré bakterialni rody jsou prirozené rezistentni proti né¢kterym ATB. Bakterie
tak pfirozené neobsahuji cilové misto pro dané ATB, pfirozené produkuji inaktivujici
enzymy nebo naptiklad nemaji prostupnou bunécénou sténu pro dané ATB. Mezi primarné
rezistentni kmen bakterii napf. patii gram-negativni stievni tyCinky, které jsou odolné proti
pusobeni penicilini, makrolidi a linkosamidi. K 1écbé streptokokovych infekci nelze
pouzit aminoglykosidy a onemocnéni vyvolané listeriemi nebo enterokoky nelze 1écCit
podanim cefalosporinli. Primarni rezistence je pro laboratof i pfinosnd. Vyuziva se pfi
pripravé selektivnich ptd pro rist bakterii napt. k izolaci streptokokl se do pady pridava
kolistin a kyselina oxolinova, ptidanim bacitracinu do kultiva¢niho média dojde k separaci

hemofila atd. (Votava, 2010, Lochmann 1999)

VétSim problémem pro lidstvo ovSem piedstavuje ziskana bakterialni rezistence.
Kmeny bakterii, které byly diive citlivé na urcita ATB, se stala postupem casu rezistentni.
Vhodnym ptikladem je penicilin. V dobé, kdy se penicilin zacal hojné uZivat, plsobil
predevsim na infekce zptisobené rodem Staphylococcus aureus. Bohuzel, v dnes$ni dobé je
vice nez 90 % bakterii toho kmene na penicilin rezistentni. Rezistence se postupné
vyvinula u vSech vyznamnych antibiotickych skupin, ¢asto kratce po jejich zavedeni do
klinické praxe (Obrazek 3). Nejvice stoupa rezistence u 1ékatrsky vyznamnych klinickych
kment. NarGst rezistence je nejvyssi zejména v nemocnicich, kde se tyto kmeny podile;ji
na vyznamném nartstu zavaznych nozokomialnich onemocnénti.

(Votava 2010, Lochmann 1999)
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Obrazek 3 Casova osa vyvoje antibiotické rezistence.

ANTIBIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC
IDENTIFIED INTRODUCED

Penicillin-R Staphylococcus 1940 —
— 1943 Penicillin

— 1950 Tetracycline
— 1953 Erythromycin

Tetracycline-R Shigella 1959
Methicillin-R Staphylococcus 1962 —

— 1960 Methicillin

Penicillin-R pneumococcus 1965 —

Erythromycin-R Streptococcus 1968 — 1267 Gentamicin

— 1972 Vancomycin

Gentamicin-R Enterococcus 1979 —

1985 Imipenem and
Ceftazidime-R Enterobacteriaceae 1987 ceftazidime
Vancomycin-R Enterococcus 1988

Al

Levofloxacin-R p! occu 1996 1996 Levofloxacin
Imipenem-R Enterobacteriaceae 1998

XDR tuberculosis 2000

Linezolid-R Staphylococcus 2001
Vancomycin-R Staphylococcus 2002
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2004/5

—— 2000 Linezolid

— 2003 Daptomycin

Ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae 2009
PDR-Enterobacteriaceae

Ceftaroline-R Staphylococcus 2011

— 2010 Ceftaroline

A\

Zdroj: Ventola, 2015

3.1 Vznik a mechanismus rezistence

Aby vznikla bakterialni rezistence, je potiecba aby v bakterii ptisobily dva hlavni
faktory. Musi byt pfitomen mikrobidlni gen pro vznik rezistence a musi na bakterii pisobit
selekéni tlak antibiotickych latek. Rezistence velmi rychle narlstd, protoZe bakterialni gen
prochazi rychlou evoluci a diky nadmémému pouZzivani a kombinaci riznych ATB se
zvysuje selekéni tlak prostiedi a dochazi tak k adaptaci na neptiznivé podminky. U bakterii
se proto vyvinula fada mechanismi, které jim pomahaji se jejich G€inku branit.

(Jedlickova, 2004)
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3.1.1 Modifikace molekuly antibiotika

Jedna se o jeden z nejucinngjSich ochrannych mechanismii bakterii. Bakterie bud’
tvofi enzymy, které inaktivuji antibiotikum piidanim novych chemickych skupin do

molekuly ATB, nebo ty, které ATB aktivné destruuji.

Ptikladem rezistence zpuisobené modifikaci molekuly ATB, je produkce emzymi
modifikujicich amoniglykosidy (aminoglycoside modifying enzymes, AMEs), které na
ATB kovalentn¢ navazuji amino- nebo hydroxyskupinu, ¢imz znemozni jeho vazbu na
cilové misto bakterie. Jedna se o hlavni mechanismus rezistence u aminoglykosidovych

antibiotik lokalizovany na chromozomu. (Munita, a kol., 2015)

Nejvyznamnégj$im piikladem enzymd, které rozkladaji molekulu antibiotika, aby
se nemohlo navazat a ucinkovat, jsou PB-laktamasy — které v razné mife hydrolyzuji
vSechny zastupce B-laktamovych antibiotik — penicilinti (penicilinasy), cefalosporini
(cefalosporinasy), ¢i karbapenemi a monobaktamu (karbapenemasy). Ve velké miie jsou
také tvofeny Sirokospektré p-laktamasy, tzv. ESBL (z angl. extended-spectrum
B-laktamases), které mohou hydrolyzovat vSechny [-laktamy, kromé karbapenemi.

(Jedlickova, 2004)
3.1.2 Zména permeability bakterialni stény

Bakterie dokaze zménit polopropustnou membranu tak, Ze zamezi prianiku ATB do
nitra bakterialni bunky. Takze se ATB nedostane tam, kde ma pusobit. Je to zplisobeno
poskozenim permeability bakteridlni membrany, zevni cytoplazmatické membrany nebo se
snizi prunik ATB poriny. Tyto mechanismy se nejcastéji projevuji u hydrofilnich ATB,
jako jsou B-laktamy, tetracykliny a nékteré fluorochinolony. (Jedlickova, 2004)

Opacnym mechanismem je aktivni efluxovy systém, ktery umoZziuje vylouceni
toxickych slozek vetné antibiotik ven z bakteridlni buiiky. Tyto systémy mohou byt bud’
substratové specifické, napt. u tetracyklini nebo makrolidii. Ale mohou mit Sirokou
substratovou specifitu, coz se nejéastéji vyskytuje u MDR bakterii. Geny kodujici efluxové
pumpy se Casto nachazeji na mobilnich elementech, jako jsou plasmidy, proto se mohou

horizontaln¢ $ifit. (Munita, a kol., 2015)
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3.1.3 Zména vazebného mista

Jednd se o spoleCnou strategii mnoha bakterii, jak se vyhnout ucinku antibiotik.

Geny byvaji ¢asto lokalizované na plasmidech, nebo jinych mobilnich elementech.

Zakladnim mechanismem je ochrana, ,,zastiténi“, vazebného mista, nejcastéji se
vyskytuje u tetracyklinii a fluorochinolonti. Dal$im ptikladem je modifikace vazebného
mista, bud’ jeho bodovou mutaci (rifampicin), enzymatickou zménou (makrolidy), nebo
piesunem/bypassem cilového mista (MRSA, VRE). (Spizek 1999)

3.1.4 Uprava bakterialniho metabolismu

Piikladem vzniku této rezistence jsou sulfonamidy a trimethoprim. Tato ATB
blokuji metabolismus kyseliny listové. Rezistentni bakterie se vSak vyvinuly tak, ze
vyuzivaji jiné metabolické dréhy. Tim se vyhnou zablokované ¢asti metabolismu a ATB se

tak stavaji netcinna. (Jedlickova, 2004)

3.2 Prenos rezistence

3.2.1 Vertikalni prenos

Vertikdlnim pfenosem se kopiruje genetickd informace na pfimé potomstvo.
Z jedné bakteridlni bunky tak vznikd nékolik generaci dcefinych bunck, které nesou
stejnou genetickou informaci jako matetska buiika. (Obrazek 4). Timto typem pienosu se
obvykle §ifi pouze chromozomalné lokalizované rezistence — vétSinou typické pro druh.
Ale také rezistence ziskané, které byly do bakteridlniho chromozomu pieneseny a

vmezeteny pomoci mobilniho elementu — jde zejména o transpozony a genové kazety.
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Obrazek 4 Vertikalni pienos rezistence.
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Dostupné z: http://player.slideplayer.com/23/6644219/data/images/img10.jpg

3.2.2 Horizontalni prenos

Horizontalni ptenos genetické informace je proces, pii némZ jeden organismus
pfijima geneticky material (DNA) jiného jedince, ackoliv neni jeho potomkem. Tim muze
ziskavat nové vlastnosti. Nejcastéji pomoci mobilnich genetickych elementd (MGE) jako
jsou plazmidy, transpozony a genové kazety. Témito mechanismy si bakterie mohou

pfedavat geny pro rezistenci v ramci jednoho druhu, ale i mezidruhové.

Plazmid je kruhova molekula kyseliny deoxyribonukleové, ktera se replikuje a
pfendsi nezavisle na chromozomu, a mize nést rezistenci k jednomu nebo vice ATB.
Pienos plazmidu je realizovan nejcastéji konjugaci pomoci F-pildi, ménég Casto transformaci
nebo transdukci pomoci bakteriofagu. Kazda bakterialni bunka mtize obsahovat i nékolik
(i tisic) kopii jednoho plazmidu. Maji velmi Gzké spektrum hostiteld, napf. plazmidy
gram-negativnich bakterii nemohou pfenaSet rezistenci gram-pozitivnich bakterii.
(Spizek, 1999)

Transpozony jsou zvlastni sekvence DNA, kter¢ se mohou pohybovat z jedné
replika¢ni jednotky na druhou, proto se jim také fika ,,preskakujici geny*. Mohou kddovat

rezistenci viuci Sirokému spektru ATB. (Spizek, 1999)

Genové kazety prendsi pouze jeden gen, ktery koéduje rezistenci proti ur€itému
ATB. Také ptenasi skupinu receptorovych prvkil a integrond, které poskytuji mista pro
splynuti kazety, ale také koduji enzym pro pohyb genu. Zanoteni a vytrzeni genové kazety

Z integronu je zprostiedkovano specifickou rekombinaci. Integrony se sami o sobé€ mohou
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pfemistovat, coz je velmi podstatné pro premistovani rezistentnich genii mezi riznymi
druhy bakterii. Tento pohyb umoziuje integronim a rezistencnim genlim piipojit se na
plazmidy se Sirokym spektrem hostitelli. Genové kazety se mohou zanofit do integront,
nebo se z nich odtrhnout, nebo dochazi k zanofeni na jiném misté chromozomu. Timto

zpusobem vznikne sekvence n€kolika rezistentnich gentl. (Spizek, 1999)

Rozlisuji se tfi zakladni mechanismy horizontalniho pfenosu genetické informace:

bakterialni konjugace, transformace, transdukce.

Bakterialni konjugace je vyména DNA mezi dvéma bakteriemi, které se na
kratkou dobu spoji. Bakteridlni buiika poskytujici svou DNA se nazyva donor, ov§em sama
zadnou genetickou informaci nepfijme. Naopak buiika, ktera genetickou informaci pfijima
se nazyva recipient. K vyméné DNA je nutné, aby se bakteridlni bunky pftiblizily a
navzdjem propojily pomoci pili. DNA se pfenasi ptes pily ve formé plasmidii nebo
transpozomt (Obrazek 5). Bakterie Ize rozdélit na saméi a samic¢i pomoci fertilniho
faktoru (F-pili), pokud se v bakterii nachazi, jde o sam¢i bakterialni burniky a oznaci se jako
F+. Samic¢i bakterie se tedy oznaCuje F-. Fertilni faktor se v bakterii nachazi bud’ na

chromosomu nebo je ulozeny volné v bunce. (Desbyshire a kol., 2014)

Bakterialni transformace je piijem DNA bez vzijemného kontaktu mezi donorem
a recipientem. Recipient tak genetickou informaci piijme z volného prostiedi napi. od
usmrcené bakterie. DNA se pfichyti na bunéénou sténu recipienta, pronikne do cytoplazmy
a pomoci crossing-overu se integruje do chromosomu bakterie (Obrazek 5). (Chen, a kol.,
2004; Johnsborg, a kol., 2007)

Bakterialni transdukce je pfenos DNA pomoci bakteriofagii, které integruji svou
genetickou informaci do chromosomu bakterie. Takto zabudovana DNA muze chromosom

opustit a virus se tak uvolni z buriky (Obrazek 5). (Derbyshire, a kol., 2014)
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Obrazek 5 Znazornéni jednotlivych typa horizontalniho pienosu rezistence.
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Dostupné z:  https://microbeonline.com/wp-content/uploads/2013/09/Horizontal-gene-
transfer-mechanism.jpg

3.3 Nejsledovanéjsi rezistence souc¢asnosti

331 MRSA

MRSA (z angl. methicilin-resistant Staphylococcus aureus) je kmen zrodu
Staphylococcus aureus, ktery je rezistentni viéi pisobeni methicilinu. V dne$ni dob¢ se
vyskytuje 90 % kment Staphylococcus aureus rezistentnich na penicilin. Z tohoto divodu
byly vyvinuty semisyntetické peniciliny napf. methicilin, u nas oxacilin, které jsou odolné
proti ptisobeni penicilinas. Nove syntetizovana ATB se ihned zavedla do praxe, ale velmi
kratce poté byly identifikovany rezistentni kmeny k methicilinu a zacaly se oznacovat
nazvem MRSA. Jedna se o kmeny, které produkuji pozménénou transpeptidasu, neboli

w7

rychle a mohou byt rezistentni 1 kdalS§im ATB. Nejvétsi problém predstavuji
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Vv nemocnicich, protoze mohou zplsobit vazné komplikace riznych onemocnéni.

(Votava, 2010, Jedlickova, a kol., 2012)

K prokazani MRSA se pouziva puda s oxacilinem. Pokud je u bakterie
diagnostikovana rezistence k oxacilinu, je pravdépodobné, ze bakterie je rezistentni i
k methicilinu. Samotna rezistence k oxacilinu miize byt zpusobena nadbyte¢nou produkci
penicilinasy. Z tohoto divodu je doporuceno testovat u takového kmene i citlivost
k cefoxitinu, protoze v takovém piipadé muize byt bakterie také rezistentni. Stanoveni
citlivosti 1ze jesté¢ doplnit o vySetfeni genu mecA pomoci PCR nebo latexové aglutinace,

kterou lze prokazat transpeptidasa PBP2a. (Votava, 2010)

Obrazek 6 Procentualni zastoupeni MRSA Vv jednotlivych zemich Evropy za rok 2016.
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Dostupné z: https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-resistance/surveillance-and-disease-
data/data-ecdc

3.3.2 VRE

VRE (z angl. vancomycin-resistant Enterococcus) je kmen z rodu Enterococcus
ktery se stal rezistentni na vankomycin. Rezistence k vankomycinu je zalozena na ziskani
genu (van), které umozinuji biochemickou zménu vazebného mista vankomycinu na
peptidoglykanu. Konkrétné jde o zdménu aminokyseliny na termindlnim konci peptidu,
alanin za laktat (vysoky stupen rezistence), nebo za serin (nizky stupen rezistence). Do
dnesni doby bylo identifikovano nékolik fenotypll rezistentnich k vankomycinu, a to

vanA —vanE, vanG, vanL — vanN, které se od sebe li$i stupném rezistence a mechanismem
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pfenosu. VRE piedstavuji stejny problém jako MRSA, je pouze velmi omezené mnoZstvi

1€¢iv, ktera lze pouzit k jejich terapii. (Votava, 2010)

Dle poslednich epidemiologickych Setfeni ECDC v ramci Evropy je vétSina kmenit
(vice jak 95%) Enterococcus faecium rezistentni k vankomycinu. Naopak Enterococcus

faecalis zustava zatim citlivy (Obrazek 7).

Obrazek 7 Srovnani rezistence k vankomycinu u kmenu Enterococcus faecium a
Enterococcus faecalis, za rok 2016.
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Dostupné z: https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-resistance/surveillance-and-disease-
data/data-ecdc
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3.3.3 Karbapenemasy

Mezi velmi vyznamné rezistence k ATB U gram-negativnich bakterii patii
produkce enzymu, ktera degraduji karbapenemy — karbapenemasy. Karbapenemasy mohou
byt produkovany enterobakteriemi, které byvaji rezistentni ke vSem dostupnym ATB ze
skupiny B-laktami. Jsou to enzymy produkované gram-negativnimi bakteriemi, které $té€pi
amidovou vazbu B-laktamového kruhu. Sifi se horizontdlnim pfenosem genetické
informace, nejcastéji pomoci konjugativnich plazmida. Celosvétové se vyskytuje spise
klonalni ptfenos. Odhaleni karbapenemas je duleZitou podminkou pro zavadéni

preventivnich efektnich opatieni, aby se zabranilo Sifeni této rezistence. Karbapenemasy

jsou Clenény, stejné jako ostatni B-laktamasy, dle klasifikace navrzené K. Bush a
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spolupracovniky, pfipadn¢ dle Amblera. V téchto klasifikacnich systémech, jenz se
vzajemné prekryvaji, jsou nalézany ve tiech zakladnich skupinach (Tabulka 2).
(Hrabak, a kol., 2012)

Tabulka 2 Klasifikace klinicky vyznamnych karbapenemas

Skupina karbapenemas Oznaceni karbapenemas Bakteridlni druhy, u nichz
(dle Amblera) byly tyto enzymy nalezeny
Skupina A KPC Enterobacteriaceae
GES, SME, IMI, NMC (Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens)
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii

Skupina B VIM, IMP, GIM, SIM, | Enterobacteriaceae,

metalo-f-laktamasy NDM, SPM, AIM, KMH, | Pseudomonas aeruginosa,
DIM, TMB Acinetobacter baumannii

Skupina D OXA-48 Klebsiell pneumoniae,

Skupiny OXA-23,-58,-40 Enterobacter cloacae,
Escherichia coli,
Acinetobacter baumannii

Dostupné z: https://www.sneh.cz/_soubory/_clanky/12.pdf

Karbapenemasy skupiny A hydrolyzuji vSechny B-laktamové ATB (peniciliny,
cefalosporiny I. — IV. generace, karbapenemy i aztreonam), jsou jen slabé inhibovany
inhibitory pB-laktamas (klavulanova kyselina, sulbaktam, tazobaktam). Hlavnim zastupcem
je KPC (z angl. Klebsiella pneumoniae carbapenemase), ktera byla poprvé objevena
v Americe vroce 1996. KPC produkuji zejména gramnegativni bakterie, nejcastéji
Klebsiella pneumoniae. Moznosti 1é¢by bakterialnich infekei, ktera jsou zptisobena KPC
produkujicimi kmeny je znaéné¢ omezend. Bakteridlni kmeny jsou obvykle citlivé
K polymyxiniim a aminoglykosidim. Ovsem byly popsany kmeny, které jsou rezistentni ke

vsem ATB. (Hrabéak, a kol., 2010)
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Karbapenemasy skupiny B se mohou oznacovat jako metalo-p-laktamasy (ML)
A rozdéluji se na néekolik hlavnich podtypi: NDM, VIM a IMP. Jsou substratové
specifické ke karbapenemtim, cefalosporiniim vsech generaci a penicilinim, nehydrolyzuji
aztreonam a nejsou inhibovany inhibitory B-laktamas. Pfi hydrolyze amidové vazby
v B-laktamu je darcem molekuly vody iont — zinek (Zn?"), ktery se vaZe v aktivnim misté
enzymu. Typ NDM (z angl. New Delhi metalo-B-laktamase) byl poprvé popsan Vv roce
2007 ve Svédsku u pacienta, ktery byl hospitalizovan v Novém Dilli v Indii. Typ VIM
(z angl. Verona integron-encoded metallo-p-lactamase) byl popsan v roce 1999 v italské
Veron¢ a typ IMP (imipenem hydrolyzujici) v 90. letech v Japonsku. MBL typu VIM a
IMP se vyskytuji nejcastéji u pseudomonad, naopak NDM u enterobakterii. (Hrabak, a
kol., 2012)

Nejvyznamnéjsi karbapenemasou skupiny D je typ OXA-48. Tento typ
karbapenemas ptedstavuje velké riziko pro rozSifovani rezistence ke karbapenemim.
Nékteré kmeny maji velmi nizkou MIC ke karbapenemtm, jevi se tedy citlivé, a proto je
jejich zachyt velmi naro¢ny. Enzymy OXA maji rGznorodou substratovou specifitu,
hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny jen I. a II. generace, aztreonam a cCastecné
karbapenemy. Doposud nebyla objevena spolehliva fenotypova metoda, ktera by piesné
urcila tento enzym. Jedinou moZnosti tak ziistavaji molekularné-genetické metody.

(Hrabak, a kol., 2012)

Enterobakterie produkujici karbapenemasy (CPE) jsou dulezitou a rostouci hrozbou
pro celosvétové zdravi. Jak klondlni Sifeni, tak plazmidem zprostiedkovany ptenos,
prispivaji k pokracujicimu nardstu vyskytu téchto bakterii. Jejich vyskyt je spojen
s vysokou morbiditou a mortalitou, ale jsou i ekonomickou zatézi — dle CDC je za rok
vynaloZzeno okolo 20 bilionii dolari na 1é¢bu infekci zplisobenych MDR bakteriemi.
V evropském méfitku je nejvétsi vyskyt CPE v jiZzni a jihovychodni Evropé — zejména

Recko, Italie, Turecko a Rumunsko (Obrazek 8). (Van Duin, a kol., 2017)
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Obrazek 8 Srovnani procentualniho vyskytu invazivnich izolatdi K. pnemoniae
produkujicich KPC karbapenemasu za rok 2010 a 2016.
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Dostupné z: https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-resistance/surveillance-and-disease-
data/data-ecdc

Dle smérmic EUCAST jsou izolaty enterobakterii povazovany za rezistentni ke
karbapenemiim pokud MIC meropenemu stoupne nad 2 mg/ml, nebo je velkost inhibi¢ni
zOony mensi nez 22 mm. Vice informaci o break-pointech u meropenemu a ostatnich

karbapenemii udava Tabulka 3.
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Tabulka 3 Klinické break-pointy pro Enterobacteriaceae.

EUCAST v8.0
MIC [mg/ml] Inhibi¢ni z6ny [mm]
C < R > C> R <
Imipenem 2 8 22 16
Meropenem 2 8 22 16
Ertapenem 0,5 1 25 22
Doripenem 1 2 24 21

Zdroj: EUCAST break-points v8.0
3.3.4 Rezistence ke kolistinu

Kolistin se dnes vyuziva jako ,last-line” antibiotikum pro lé¢bu MDR gram-
negativnich bakterii, které jsou rezistentni k ostatnim dostupnym preparatim. Jeho cilovym
mistem U¢inku jsou lipopolysacharidy (LPS) bunétné stény gram-negativnich bakterii,
které maji negativni naboj. Zde kolistin vychytava Mg2+ a Ca’* ionty, které LPS stabilizuji.
Tim dochazi k destabilizaci bunécné stény, tniku bunéénych komponent do prostiedi a

bunééné smrti.

Rezistence ke kolistinu byva nejcastéji zpiisobend modifikaci lipidu A (soucast
LPS) a to jeho substituci, bud’ fosfoetanolaminem, nebo 4-amino-4-deoxy-L-arabinosou.
To vede ke zvySeni ndboje lipidu A a tim celého LPS, proto se na n¢j kolistin uz nemize
navazat a bakterie se tak stava rezistentni. Na rezistenci ke kolistinu se mohou také podilet
poriny, nebo efluxni pumpy. V roce 2015 byl objeven plazmid nesouci gen mcr-1, ktery
umoziuje Sifit tuto rezistenci horizontadlnim pfenosem, do té doby byly popisovany pouze
prenosy chromozomalni. Tato skute¢nost mize v budoucnosti piedstavovat vazny

epidemiologicky problém. (Olaitan, a kol., 2014)
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3.3.5 Multirezistence

Rozlisuji se 3 skupiny multirezistence. Multirezistence neboli MDR (multi-drug
resistant) je rezistence bakterie k jedné latce ve tfech riznych skupinach ATB. Extenzivni
rezistenci XDR (extensive-drug resistant) vykazuji bakterie, které jsou rezistentni alespon
k jedné latce u vSech skupin ATB. Panrezistentni (PDR) bakterie jsou rezistentni ke vSem
skupindm ATB. O multirezistenci se mluvi nejcastéji ve spojeni s nozokomialnimi
infekcemi. Jedna se zejména o infekce zptisobené kmeny MRSA, VRE a gramnegativni
bakterie zejména ty které produkuji Sirokospektré p-laktamasy. Aby se zabranilo vzniku a
Sifeni takovych to infekei, je nutné zavést urcitd preventivni opatieni, jako jsou napf.
presna mikrobiologicka diagnostika, adekvatni ATB 1écba, bariérovy oSetfovaci postup a
izolace infekéné nemocného pacienta. Dulezité také je sledovat vyskyt rezistentnich
bakterialnich kmentl v rdmci nemocnice a monitorovat pouzivani a vztah ATB 1é¢bou a
vznikem rezistence. Je tedy nutnd spoluprace mezi mikrobiologickym oddé€lenim, ATB

stiediskem a oddélenim hygieny a epidemiologie. (Sas, 2010)

Obrazek 9 Procentualni zastoupeni rezistentni Klebsiella pneumonie v Evropé
s kombinovanou rezistenci k cefalosporiniim III. generace, fluorochinoloniim a
aminoglykosidim Vv roce 2016
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Dostupné z: https://ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-resistance/surveillance-and-disease-
data/data-ecdc
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3.4 Faktory podilejici se na vzniku rezistence

Kdyz se zavedla ATB do klinické praxe, rezistentni kmeny prakticky neexistovaly,
vétsinu 1ékait tehdy ani nenapadlo, Ze by se rezistence mohla stat takovym problémem.
Rezistence se objevila v dusledku celosvétového pouzivani ATB. Pokud se na trh zavedla
nova ATB latka, dfive nebo pozdé€ji se objevil bakteridlni kmen k této latce rezistentni.
Z urcité casti mohou za rychly rozvoj rezistence sami bakterie. Jsou totiz neuvéfitelné
geneticky proménlivé a rychle si zvykaji na nové prostfedi. DalSim faktorem je nadmérné
predepisovani ATB v klinické praxi. Lékafi je mnohdy davaji pacientim, 1 kdyz nejsou
uplné nutnd. K takovym to ptipadiim nejcastéji dochdzi u onemocnéni respiracniho traktu.
Mohlo by se zdat, ze za nariist bakterialni rezistence mtize piehnané pouzivani ATB ve
zdravotnictvi. Nelze ale opomenout pouzivani ATB v zemédé&lstvi. Piidavaji se napt. do
krmnych smési dobytku, nejen rychle nabyl na vaze, ale hospodafi touto cestou predchazi
infekénim onemocnéni zvifat. Takovéto pouzivani ATB se podepisuje na naristu
rezistence. DalSim problémem je vyvoj novych antibiotickych latek. Rezistence nartsta
velmi rychle, takze vyzkumné tstavy nestaci syntetizovat nové ATB latky. Pokud se bude
bakteridlni rezistence neustdle rozSifovat, objevi se kmeny stafylokokli a enterokokil
odolné proti vSem dostupnym a pouzivanym ATB. Lidska spole¢nost by se pak ocitla tam,

kde byla pted objevenim ATB latek. (Spizek, 1999)
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Prakticka cast
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4 CIL PRACE

V bakalarské praci byly stanoveny 3 cile:
C1: Seznamit se s problematikou karbapenemas a jejich Sifenim.
C2: Seznamit se s diagnostikou karbapenemas.

C3: Zpracovani vybranych kmenit na zéklad¢ jejich fenotypu.
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5 METODIKA VYZKUMU

V Ceské republice se nachdzeji dvé laboratofe, které analyzuji tvorbu
karbapenemas u podezielych kmentl, a to Narodni Referenéni Laboratof v Praze a Ustav
mikrobiologie v Plzni. Kmeny jsou zde zasilany na zakladé¢ rezistentnich nebo hrani¢nich

MIC ke karbapenemtm.

Zakladni metodou pro detekci tvorby karbapenemas je metoda hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice s priletovym analyzatorem
(MALDI-TOF MS), ktera umoznuje detekovat hydrolytickou aktivitu téchto enzymu vaci
meropenemu. Pozitivni izolaty jsou poté podrobeny fenotypovému vysetieni s vyuzitim
inhibitorti, které bylo pfedmétem i této prace. Fenotypové testy jsou zalozeny na
schopnosti nékterych latek inhibovat aktivitu karbapenemas. Petriho miska obsahujici
Mueller-Hinton agar (MH agar) se naofkuje vySetfovanym bakteridlnim kmenem a
pokladou se disky: karbapenemy (merepenem) s/bez inhibitord, temocilin, ceftazidim

(cefalosporin 111. generace) a prazdny disk.

Pro rutinni detekci karbapenemas typu A (zejména KPC) se vyuziva disk obsahujici
meropenem a kyselinu fenylboritou, ktera inhibuje jejich aktivitu. Pro detekci skupiny B -
metalo-B-laktamas se pouzivaji disky, na které se pfida chelata¢ni ¢inidlo (EDTA, kyselina
dipikolinova), které vychytava Zn?* ionty, které jsou kofaktorem pro spravnou aktivitu
MpBL. Pro ovéfeni karbapenemas skupiny D Ize pouzit disk s temocilinem. Po inkubaci se
zméfi pramér inhibi¢nich zon (1Z) u disku s i bez inhibitord, jejich rozméry se srovnaji. Na
zakladé typického fenotypového obrazu je karbapenemasa zatfazena do piislusné skupiny

(A, B nebo C). (Hrabak, a kol., 2012)

Pro zjisténi konkrétniho typu enzymu Vramci skupiny je poté mozné vyuzit

identifikaci s vyuzitim molekularné-genetickych metod — zejména PCR.
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6 POUZITY MATERIAL

6.1 Bakterialni kmeny

e Escherichia coli (42 994)
o Citrobacter freundii (I 435)

e Enterobacter cloacae (41 529)

e Kilebsiella pneumoniae (42 901)

e Kilebsiella pneumoniae (1947)

Tabulka 4 Informace o pouzitych bakterialnich kmenech.

Cislo Bakterialni Datum .. . . -
N Material Diagnodza Nemocnice
vzorku kmen odbéru
42994 | ESCherichia | o1 5518 | sputum Cystickd 1 £\ g dec Kralové
coli fibroza
Citrobacter Rektalni y
1 435/1 freundii 21. 2. 2018 Vter Sepse FN Plzen
41 529 Enterobacter 95 10. 2017 Krev C,)tevr?na FN _Kralovske
cloacae rdna bérce Vinohrady
ap9o1 | Klebsiella |5 ) 5018 Krev Sepse FN Motol
pnemoniae
1947 Kleb5|e!la 9/2013 EQC The United
pneumoiae Kingdom

Zdroj: Vlastni

Legenda: EQC — external quality kontrol

6.2 Pouzité agary

e Krevni agar (Oxoid, CZ)

e Mueller—Hinton agar (Oxoid, CZ)

52




6.3 Pouzité ATB disky a MIC

e disk napustény 10 mg ceftazidimu — CAZ (Oxoid, CZ)

e disk s 10 mg meropenemu — MER (Oxoid, CZ)

e disk obsahujici 30 mg temocilinu — TEM (Oxoid, CZ)

e disk neobsahujici zadné ATB (Oxoid, CZ)

e Microlatest MIC G- I a G- Il (Erba Lachemas.r. 0., CZ)

6.4 Roztoky

e 0,2MEDTA,pH7,8
e roztok kyseliny borité o koncentraci 60 mg/ml dimetylsulfoxidu (DMSO)
e roztok kloxacilinu o koncentraci 75 mg/ml vody

e MLT suspenzni médium MIC 200 (Erba Lachema, s. r. 0. CZ)

6.5 DalSi pouzité pomiicky

Bakteriologické klicky, lihovy kahan, zkumavky s5 a 10 ml fyziologického
roztoku, sterilni vatova Spejle, sterilni jehla, automaticka pipeta o objemu 10 pl,
jednorazové Spicky na pipetu, nadoba na ostry odpad, termostat, automaticka plnicka

ErbaFill (Erba Mannheim, Némecko).

7 PROVEDENI VYZKUMU

Nejprve byly piipraveny kultury kment bakterii (viz 6.1), u kterych byly znamy
jednotlivé typy karbapenemas. Tyto kmeny se naoCkovaly na krevni agar klasickym
zpusobem (Obrazek 10) a nechaly se inkubovat 18-24 hodin pii 37 °C v termostatu. Tento

krok zajistil ziskéni izolovanych kolonii.
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Obrazek 10 O¢kovaci schéma.

Zdroj: Vlastni

Poté byly pro kazdy izolat stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro
bézné stanovovana antibiotika, v¢etné karbapenemi. Jelikoz vSechny pouzité izolaty byly
rezistentni ke karbapenemum a pii MALDI-TOF MS analyze vykazovaly hydrolyzu

meropenemu, bylo provedeno stanoveni fenotypu karbapenemas.

7.1 Stanoveni MIC bakterii

Ke stanoveni MIC byly pouzity komer¢ni mikrotitraéni desticky Microlatest MIC.
Kazdy sloupec v desticce obsahoval 8 jamek sjednim typem ATB nafedénym
geometrickou fadou. Na kazdy testovany kmen byly pouZzity dvé mikrotitracni desti¢ky
Microlatest MIC G- | a G- Il. MIC desticky se pomoci automatické plnicky ErbaFill
naplnily suspenznim médiem MLT suspenzni médium MIC 200, tak ze kazda jamka po
naplnéni obsahovala 100 pl média. Jednotlivé kmeny byly resuspendovany v 10 ml
fyziologické roztoku, tak aby vznikl roztok o zakalu 0,5 McFarlanda. Pomoci sterilniho
inokula¢niho hiebene se jednotlivé suspenze naockovaly do ptipravenych desticek. Takto
ptipravené desticky se nechaly inkubovat 18-24 hodin pti 37 °C v termostatu a nasledujici
den se odecetly. Jako hodnota MIC se vzdy povazovala prvni koncentrace antibiotika bez

viditelného narustu bakterii.
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7.2 Fenotypovy test karbapenemas

Jednotlivé izolaty byly resuspendovany v Sml fyziologického roztoku, tak aby
vznikl roztok o zdkalu 0,5 McFarlanda. Poté se roztok pomoci nové vatové tyCinky
inokuloval po celé plose MH agaru. Tento postup se zvlast' opakoval u kazdého kmene
bakterii. Na plotny s rozetfenym inokulem se poté nakladly jednotlivé ATB disky a
ptikaply roztoky obsahujici jednotlivé inhibitory. Celkem bylo na jednu plotnu pouzito 5
ATB disku, z toho byly 3 disky obsahujici meropenem (MER), 1 disk s ceftazidimem
(CAZ), 1 disk stemocolinem (TEM) a 1 disk bez obsahu ATB. Disky byly aplikovany
s velkou peclivosti a opatrnosti sterilni jehlou, aby se zamezilo pfipadné kontaminaci. Na
prazdny disk se poté pipetou pridalo 10 ul roztoku 0,2 M EDTA, pH 7,8. Na jeden disk
obsahujici meropenem bylo ptidano 10 ul kyseliny fenylborité 0 koncentraci

60 mg/mI°Ms°

a na druhy disk s meropenemem byl pfidano 10 pl kloxacilin o koncentraci
75 mg/mI™?° (Obrazek 11). Takto piipravené plotny se nechali inkubovat 18-24 hodin pfi

37°C v termostatu a nasledujici den byly odecteny jednotlivé inhibi¢ni zony.

Obrazek 11 Rozmistény diskii s ATB na nao¢kovanou pidu.

Zdroj: Vlastni
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8 Vysledky

Vysledky popisuji zkoumané kmeny produkujici jednotlivé typy karbapenemas
véetné jejich profilu hodnot MIC. Dale obsahuji fotografie jednotlivych ploten po
inkubaci, kde jsou vidét vytvoiené inhibicni zény kolem nanesenych ATB diska
v kombinaci s inhibi¢nimi latkami. Velikosti jednotlivych inhibi¢nich z6n a hodnot MIC
byly hodnoceny dle smérnic EUCAST v8.0.

8.1 Vysledky MIC

cvwr

kmene. Odectena hodnota se poté srovnava s hrani¢ni kontrolou (tzv. break point), ta je pro
kazdé ATB pevné stanovena. Tyto hodnoty kazdorocné udava a aktualizuje spolecnost
EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

Tabulka 5 a Tabulka 6 ukazuji, ze vSech 5 testovanych kment je rezistentni k

vétsin€ pouzitych ATB. Jedna se tedy o izolaty s extenzivnim typem rezistence (XDR).

Vzorek 42 994 E. coli je rezistentni ke vSem B-laktamovym antibiotikiim vcetné
cefalosporint III. a IV. generace a karbapenemi. Tento fenotyp je typicky pro
karbapenemasy ze skupiny A (KPC). K ¢asti zbylych ATB je citlivost zachovana. Kmen je

citlivy ke kolistinu, tetracykliniim, kotrimoxazolu, chinoloniim a gentamycinu.

Vzorek 41529 Enterobacter cloacae je rezistentni k vétSiné B-laktamovych
antibiotik, 1 karbapenemim. Zachovany pouze cefalosporiny IV. generace.
Z aminoglykosidl ztstaly proti kmenu aktivni pouze netilmicin a amikacin. Kmen je také

citlivy k tigecyklinu a kolistinu.

Vzorek 1 435 Citrobacter freundii je rezistentni ke vSem [-laktamovym
antibiotikiim vcetné cefalosporina III. a IV. generace a karbapenemt. Kmen zistal citlivy

pouze k amikacinu a kolistinu.
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Vzorek 1947 Klebsiella pneumoniae je rezistentni k vétSiné p-laktamovych
antibiotik, 1 karbapenemiim. Zachoviny pouze protipseudomonadové peniciliny
(piperacilin, piperacilin/tazobaktam), a aztreonam. Ze zbylych antibiotik zustal aktivni

pouze kolistin.

Vzorek 42901 Klebsiella pneumoniae je rezistentni ke vSem [-laktamovym
antibiotikim vcetné cefalosporinii III. a IV. generace. Meropenem vykazuje hranicni
hodnoty MIC, coz je typické pro OXA-48. Ze zbylych antibiotik jsou uG¢inné pouze

tetracykliny, amikacin a kolistin.

Tabulka 5 MIC GN1. Koncentrace ATB jsou uvedeny v mg/ml.

AMP | AMS | CFZ | CXM | AZT | GEN | AMK | COL | COT | CIP | CMP

Break point 8 8 2 8 1 2 8 2 2 0,5 8

Legenda:

oznacuje hodnoty MIC stejné jako je break point

Cervené jsou oznageny odeétené hodnoty MIC, které jsou vyssi, nez je hodnota break point. To znamena Ze
bakterialni kmen je k takové ATB koncentraci rezistentni.

oznacuje hodnoty MIC nizsi, nez je break point. Znamena to, Ze bakterialni kmen je k takové
koncentraci ATB citlivy.
AMP — ampicilin, AMS — ampicilin/sulbactam, CFZ — cefazolin, CXM — cefuroxim, AZT — aztreonam, GEN
— gentamycin, AMK - amikacin - COL - kolistin, COT - kotrimoxazol, CIP — ciprofloxacin, CMP -
chloramfenikol, TET — tetracyklin
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Tabulka 6 MIC GN 2. Koncentrace ATB jsou uvedeny v mg/ml.

PIP | PPT |CTX|CAZ|CPZ|CPS|CEP| MER | ERT |TCG|NET | TOB

Break point | 8 8 1 1 1 2 0,5 1 2 2
42 994
41 529
| 435
1947
42 901

Legenda:

Oranzova barva oznaéuje hodnoty stejné jako je break point

Cervené jsou oznadeny odeétené hodnoty, které jsou vyssi, nez je hodnota break point

Zelend barva oznaéuje hodnoty niZsi, neZ je break point.

PIP — piperacilin, PPT — piperacilin/tazobactam, CTX - cefotaxim, CAZ — ceftazidim, CPZ - cefoperazon,
CPS — cefoperazom/sulbaktam, CEP — cefepim, MER — meropenem, ERT — ertapenem, TGC — tigecyklin,
NET — netilmicin, TOB — tobramycin
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8.2 STANOVENI FENOTUPU IZOLATU

8.2.1 KPC (skupina A)

Karbapenemasy typu A véetné KPC hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny |.—IV.
generace, karbapenemy a aztreonam. Nejvice jsou inhibovany kyselinou boritou, ta ale
inhibuje i AmpC. Proto je na nejvétsi inhibi¢ni zéna kolem ATB disku obsahujici
meropenem na ktery byla pridana kyselina borita (PBA) — 22 mm. Za projev inhibice se da
povazovat zona, ktera je minimalné o 5 mm vétsi, nez zony okolo ¢istého MER (17 mm), a
MER s kloxacilinem (17 mm). Dale lze pozorovat, ze kmen je rezistentni k ceftazidimu (10

mm), citlivy k temocilinu a neni inhibovan roztokem EDTA (Obrazek 12).

Obrazek 12 Fenotyp KPC.

Zdroj: vlastni
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8.2.2 SkupinaB

Metalo-B-laktamasy hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny L—IV. generace a
karbapenemy. Nehydrolyzuji aztreonam. Nejvice jsou inhibovany chelata¢nimi ¢inidly,

jako je EDTA a kyselina dipikolinova.
NDM

Na Obrazek 13 je nejvice patrna deformovana inhibi¢ni zona mezi diskem s EDTA
a meropenemem, kterd ukazuje na zastupce skupiny B. Ddle 1ze pozorovat, ze vSechny
inhibi¢ni zony kolem diski S meropenemem maji stejnou velikost (18 mm) — nedoslo tedy
k inhibici.

Obrézek 13 Fenotyp NDM.

Zdroj: Vlastni
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VIM

Stejné jako karbapenemasy typu NDM pozorujeme deformovanou inhibi¢ni zénu
mezi diskem sEDTA a meropenemem. Navic je je$té¢ patrna deformace smére
k ceftazidimu. Dale lze pozorovat stejné velké inhibi¢ni zony vytvofené kolem disku
s meropenemem a kyselinou boritou a disku s meropenemem a kloxacilinem. Temocilin je

rezistentni (

Obrazek 14).

Obrazek 14 Fenotyp VIM.

Zdroj: Vlastni
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IMP

Obdobn¢ jako u ptedchoziho zastupce metalo-B-laktamas je viditelnd deformace
inhibi¢ni zony okolo disku s EDTA, jak na stranu s meropenemem, tak k ceftazidimu.
Inhibiéni z6ny okolo meropenemti s kyselinou fenylboritou, nebo kloxacilinem jsou

ptiblizn¢ stejné. Temocilin je rezistentni (Obrazek 15).

Obrézek 15 Fenotyp IMP

Zdroj: Vlastni
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8.2.3 OXA-48 (skupina D)

Karbapenemasy skupiny D hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny I.—Il. generace,
aztreonam a karbapenemy. Dle Obrazek 16 je patrné, Ze rozméry inhibi¢nich zon okolo
vSech meropenemd jsou stejné (18 mm), nejedna se tedy o karbapenemasu ze skupiny A. U
disku s EDTA neni patrna deformace, proto se nejedna ani metalo-B-laktamasu. Pro
skupinu D je typicky rezistentni temocilin (6 mm). Ale neni to naprosto jednoznacné, proto
je nutné vSechny karbapenemasy ze skupiny D ovéfovat molekularné-genetickymi

metodami.

Obrazek 16 Fenotyp OXA-48.

Zdroj: Vlastni
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9 DISKUZE

V soucasnosti dochdzi v mnoha zemich k vyznamnému S§ifeni multirezistentnich
gramnegativnich bakterii, pfedev§im druhti Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii a zastupct celedi Enterobacteriaceae. Z epidemiologického hlediska
nejvyznamnéjSim typem rezistence je produkce karbapenemas, které hydrolyzuji vétSinu
B-laktamovych antibiotik, véetné karbapenemi a cefalosporinti IV. generace. Mezi nejvice
rozsifené typy karbapenemas patii enzymy KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) u
enterobakterii, a metalo-p-laktamasy (napf. VIM, NDM a IMP) u enterobakterii a
pseudomonad. Lécba infekci zpiisobenych témito bakteridlnimi izolaty je vyrazné omezena
a Casto finan¢né narocnd. Nejsou vyjimkou ani kmeny rezistentni ke vSem dostupnym

antibiotikiim, v¢etn¢ téch rezervnich (napf. kolistin).

Prvnim izolatem tohoto druhu v Ceské republice byl kmen produkjici KPC-2 v roce
2009 od pacienta diive hospitalizované¢ho v Recku. (Hrabak, a kol., 2011) Druhy izolat byl
ziskdn o dva roky pozdé¢ji, vroce 2011, od pacienta s ptedchozi hospitalizaci v Italii.
Jednalo se opét o producenta KPC, ale podtyp 3. (Hrabak, a kol., 2013) Tento typ
rezistence se velmi snadno §ifi pomoci mobilnich genetickych elementd, ale mohou se
roz§ifovat i klonalné. Z téchto diivodi je nezbytné nutné se k takovym kmentim chovat
stejné jako k jinym multirezistentnim mikrobtim, jako jsou napiiklad MRSA, VRE, nebo
kmeny produkujici Sirokospektré B-laktamasy. To zejména znamena dodrzovani spravnych
hygienickych néavyki, dezinfekce rukou, izolace zasazenych pacientd od ostatnich, a

V neposledni fad€ spravna antibioticka terapie.

Vysetieni citlivosti piivodct bakteridlnich infekei k antibiotikim je zakladnim
zdrojem informace pro cilenou a uc¢innou volbu antibiotika k cilené 1é¢bé daného pacienta.
V soucasné dob¢ existuje fada metod pro detekci karbapenemas. EXistuje tzv. Hodge test,
ktery detekuje aktivitu karbapenemasy pfimou metodou, ale v Evropé se nepovazuje za
vhodné diagnostickou metodu. Za referencni metodu je povazovano spektrofotometrické
stanoveni hydrolytické aktivity karbapenemas v bakteridlnim extraktu. Tato metoda vSak
neni spolehliva pro detekci karbapenemas u Acinetobacter baumannii. Obecné se jedna o
technicky néaro¢nou metodu, nevhodnou pro rutinni pouziti. Proto je vyuZivana pouze

refencnimi laboratofemi. (Cornaglia, a kol., 2007)
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V roce 2011 byla tymem doc. Hrabdka vyvinuta metoda na detekci karbapenemas
pomoci MALDI-TOF MS, zalozend na detekci degrada¢nich produkti meropenemu.
Metoda je navrhnuta tak, aby byla jednoducha a Sla pouzit v rutinni diagnostice. Tato
metoda detekuje molekuly karbapenemu a jeho rtznych variant, poskytuje tak realné
informace o produkci karbapenemas. Vysledkem jsou spektra, ktera jsou dale analyzovéna.
Pokud se touto metodou stanovi kmen produkujici karbapenemasy, ve vyslednim spektru
se objevi peaky, které prezentuji degradacni produkty meropenemu ovsem meropenem ani
jeho sodné soli nejsou pritomny. Pokud testovany kmen neprodukuje karbapenemasy, ve
spektru je zastoupen meropenem a sodné soli. Nenalezneme zde zadné degradacni
produkty. Kmen se oznaci jako producent karbapenemas poté, co se ve vysledném spektru
objevi aspon jeden degrada¢ni produkt meropenemu. (Hrabak, a kol.,, 2011) Touto
metodou je mozné detekovat i karbapenemasy typu OXA-48 po ptidani bikarbonatu
amonného. (Studentova a kol., 2015) Tato metoda nam mozni ziskat validni vysledek

béhem 3 hodin.

Déle lze pouzit molekularné-genetické techniky, které detekuji konkrétni geny
karbapenemas. Proto jsou pouzivany pro koneénou identifikaci typu karbapenemasy. Patii
sem metoda PCR nebo stanoveni na mikro¢ipu. Metoda PCR je zalozena na end-point PCR
s detekci PCR produktu na gelu, ktera je Casové a prakticky nadrocna. Ale je mozné vyuzit i
real time PCR, ktera zkratila dobu provedeni piiblizné¢ na 2 hodiny. DNA mikrocipy lze
vyuzit pro detekci rtiznych sekvenci. Pro vlastni stanoveni ale nelze pouZzit DNA
izolovanou z klinického materialu a je tak nutni DNA izolovat z bakterialni kultury.

Kvalita provedeni izolace DNA velmi vyznamné ovliviiuje vysledky

Pro na§ vyzkum jsme pouzili metodu fenotypovych inhibicnich testli. Tato metoda
neni t€zka na zpracovani, ale je ¢asove ndrocnd. V praxi se pouziva pro zjisténi skupiny, do
které dand karbapenemasa ndlezi. V rdmci ndcviku bylo zpracovano pé&t MALDI-TOF
pozitivnich enterobakterii se znamym fenotypem karbapenemas (A, B a D). Cilem prace
bylo naucit se bezpecné rozpoznat jednotlivé skupiny karbapenemas a jejich fenotypovy
projev v pfitomnosti inhibujicich latek. Pro blizsi douréeni by bylo potieba vyuzit PCR

identifikaci.
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10 ZAVER
Bakteridlni rezistence patii k nejveétSim problémlim soucasné mediciny. Bakterie
doposud citlivé se pomalu stavaji rezistentnimi a u jiz rezistentnich bakterii rezistence stale

narGstd. Na interaktivnich mapkach dostupnych na ECDC — EARS-Net je vidét jak se

jednotlivé bakteridlni kmeny v prubéhu poslednich 10 let méni z citlivych na rezistentni
K prislusnym ATB. Sou¢asnou situaci by mohla zménit nové syntetizovana ATB, ale jen
vyvin jedné 1€cCivé latky je zalezitosti na nékolik let. Nezbyva tak nic jiného nez ATB

aplikovat jen v piipadé nutnosti a zachazet s nimi zodpovédné.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATB ............ antibiotika

WHO .......... World Health Organization

PBP .......... Pencilin binding protein

MIC .......... Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Atd .......... A tak dale

MDR ........... Multri-drug resistant

LPS.......... Lipopolysacharidy

MRSA .......... Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
PABA .......... Kyselina p-aminobenzoova

ESBL .......... Extended-spectrum p-laktamases

VRE .......... Vankomycin rezistentni enterokoky

MGE .......... Mobilni genetické elementy

KPC .......... Klebsiella pneumoniae carbapenemas

NDM .......... New Delhi metalo-p-laktamases

VIM .......... Verona integron-encoded metallo-p-laktamases
IMP .......... Imipenem hydrolyzujici

CPE .......... Enterobakterie produkujici karbapenemasy
XDR .......... Extensiv-drug resitant

1z .......... Inhibi¢ni z6na
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