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Kli¢ovéa slova: Antibioticka rezistence, antibiotika, mechanismy antibiotik

Souhrn:

Antibiotika byla objevena za ucelem 1écby bakteridlnich infekci. Dodnes je jejich
vynalez povazovan za velky uspéch mediciny, ale jejich negativni ti€inky se za¢inaji znacné
projevovat antibiotickou rezistenci. Vznik antibiotické rezistence sili a s ni také pocet malo
citlivych bakterii na antibiotika. Bakterie si vytvareji mechanismy, které se brani ucinku
pted antibiotiky. Touto problematikou se zabyvam ve své bakalaiské praci, kde jsou popsany
jednotlivé antibiotické rezistence u vybranych antibiotik. Dale je shrnuta diagnostika
citlivosti antibiotik, které se vénuji v teoretické i praktické ¢asti. V praktické ¢asti jsou mimo
jiné zahrnuta statistickd data a diagnosticka rozdilnost jednotlivych fenotypt u streptokokd,

kterd vykazuji urcity stupeii rezistence k erytromycinu nebo klindamycinu.
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Summary:

Antibiotics have been discovered to treat bacterial infections. To this day, their
invention is considered like a great success of medicine. But their side effects are beginning
to manifest themselves significantly in antibiotic resistance. The development of antibiotic
resistance is increasing and with it the number of bacteria that are less sensitive to antibiotics.
Bacteria develop mechanisms that resist action from antibiotics. I am dealing with this issue
in my bachelor thesis where the individual antibiotic resistance of selected antibiotics
are described. Further I described diagnostics of antibiotic susceptibility, which I deal with
in the theoretical and the practical part. The practical part includes among other things
statistical file and diagnostic differences of individual phenotypes in streptococci which

show certain type of resistance to erythromycin or clindamycin.



Predmluva

Antibiotika jsou 1éCiva, kterd poskozuji nebo usmrcuji bakterie. Maélokdo
si ale wuvédomuje, jak nebezpecna mohou byt pro lidsky organismus.
Koncem 60. let minulého stoleti proto zapocaly studie o nevhodné preskripci antibiotik,
kterd zplsobuje nartst infekci, vyvolanymi rezistentnimi kmeny. Byl proto zaveden
tzv. ABS program, jehoZ nazev je odvozen od anglického terminu antibiotic stewardship.
Tento program se zabyva sledovanim antibiotické politiky, vyskytem nozokomialnich ndkaz

v nemocnicnich zafizenich a jejich rezistenci, kterou se zabyva tato bakaléai'ské prace.
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1 UVOD

V teoretické c¢asti bakalaiské prace je popsan vznik antibiotické rezistence,
kterd dle WHO (Svétova zdravotnicka organizace) piedstavuje velkou hrozbu pro zdravi
obyvatelstva. Bakterie, které zptisobuji infekce, které byly diive pomoci antibiotik (ATB)
snadno léCitelné, se nyni stdvaji rezistentnimi. Naslednd 1écba se stavd neefektivni.
Prvni, kdo zacal sklonovat pojem antibiotickd rezistence byl sim Sir Alexander Fleming,
ktery upozornil na nadmérné uzivani a zneuzivani ATB. Nyni, vice nez po pul stoleti,
se potvrdily jeho obavy a soucasné epidemiologické studie potvrzuji vzristajici spotiebu

ATB, coz ma za nasledek rychle rostouci poget rezistentnich kment. -2

Mezi hlavni divody vzniku antibiotické rezistence patii zejména jiz zminéné
naduzivani ATB, naptiklad nevhodnou a nadmérnou preskripci oSetfujicimi lékafi.
Dale jsou ATB hojné vyuzivana v zemédélstvi a veterinarni oblasti, napf. pro prevenci
infekci u hospodaiskych zvitat a jejich rychlejsi rast. Tento faktor nésledné negativné

ovliviiuje okolni prostiedi, kde se mikroorganismy snéze stavaji rezistentnimi. [

S rychle vznikajici rezistenci stoupaji také pozadavky na novda ATB a nédklady
na jejich vyzkum. V roce 2019 zaznamenala WHO vyvoj 32 novych ATB, z nichZ pouze
6 spliiovalo regule pro jejich klinické pouzivani. Na zaklad¢ vzniku rezistenci bylo zapotiebi
uskutecnit nckolik organizacnich krokt. Byl vytvofen napiiklad Globalni akéni plan
pro antimikrobidlni rezistenci, Sv€tovy tyden antimikrobidlniho povédomi ¢i Globalni

systém pro sledovani antimikrobialni odolnosti a pouzivani a dalsi. %!

Praktickd Cast je zaméfena na stanoveni citlivosti streptokokl ke klindamycinu,
erytromycinu a penicilinu a naslednou laboratorni diagnostiku tzv. MLSB rezistence.
Metodika byla provadéna pomoci diskového difuzniho testu pro odliSeni konstitutivniho
a inducibilniho fenotypu testovanych bakterii. Soucasti praktické ¢asti je rovnéz statistika,
ktera je zpracovana z dat laboratorniho informacniho systému Fakultni nemocnice v Plzni,

kdy bylo cilem zmonitorovat vyskyt streptokokovych kment vykazujicich MLSB rezistenci.
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TEORETICKA CAST

2 ANTIBIOTIKA

Antimikrobidlni latky, které zamezuji riistu bakteridlnich mikroorganisma v malych
koncentracich, jsou obecné znamy pod pojmem antibiotika. Jejich pocatky jsou znamé
z historicky dochovanych zépisti a poznatkil starovékého Recka, Ciny nebo také Egypta.
DalSimi dikazy mohou byt poznatky ze stiedoveku, kdy lidé vypozorovali, Zze plisent
na chlebu ma hojivé Uc€inky, a zacali ji vyuzivat pfi 1é€bé zanétlivych onemocnéni.
V roce 1928 byl objeven penicilin Sirem Alexandrem Flemingem, ale v klinické praxi
se zacal pouzivat az béhem 2. svétové valky, kde bylo diky nému zachrdnéno mnoho

lidskych Zzivotd. B4

Antibiotika by méla byt pro lidsky organismus primarné netoxicka a mit dostate¢ny
rozsah uCinku a pulsobit v cilovych tkanich, kde bakterie plsobi. Dulezitd je také
epidemiologicka situace a s tim spojeny vznik rezistence k ATB, pfi které bakterie nereaguje
na antimikrobidlni 1é¢bu. ! Antimikrobidlni 1é¢ba by méla byt indikovéna po stanoveni
diagnozy a urceni hlavniho bakteridlniho patogenu. Tomu ptedchazi spravny odbér
materidlu a nasledné bezchybna analytickéd faze. Velky vliv na vznik rezistence maji také

pacienti, kteff musi respektovat natizeni l1ékate a dodrzet piedepsanou 1é¢bu. 1!
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3 VYZNAMNE SKUPINY ANTIBIOTIK

Kromé mechanismu ucinku antibiotik, ktery bude popisovan v dalSich kapitolach,

Ize ATB rozdélit dle jejich molekulové struktury a spektra u¢inku. !

3.1 pB-laktamova antibiotika

Tato skupina antibiotik se vyznaCuje piitomnosti B-laktamového kruhu
ve své molekularni struktufe (Obrazek 1) a svym baktericidnim pisobenim.
Z divodu velkého mnozstvi B-laktamii je obtizné popsat vSechny ATB této skupiny.
Nicméné nejvyznamngj$imi podskupinami jsou peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy,
monobaktamy a inhibitory p-laktaméz. Kazda z téchto podskupin zahrnuje fadu vyznamnych

zéstupc, kteff se vyuzivaji k terapii rliznych infekci. 4

Nejzndméjsi podskupinou jsou peniciliny, které¢ Ize zjednodusené rozdélit
na — zékladni, kombinované a antistafylokokové peniciliny. Zékladni neboli pfirozené
peniciliny se indikuji pfi 1écbé pyogennich infekei a infekci mékkych tkani. NejCastéjsim
pivodcem téchto infekci jsou grampozitivni bakterie jako je Streptococcus pyogenes
nebo Streptococcus dysgalactiae. Mezi takovd ATB patii penicilin G a penicilin V.
Sirokospektré peniciliny (aminopeniciliny — amoxicilin, ampicilin) maji své spektrum
ucinku SirSi, a to zejména proti gramnegativnim bakteriim. Posledni skupinou jsou
protistafylokokové peniciliny, kam patii oxacilin, ktery je indikovan u infekei zptisobenych
dominantné stafylokoky. Jeho ucinnost na streptokoky je oproti penicilinu G sniZena.
Dutlezitost oxacilinu je zejména u lécby infekci vyvolanych rezistentnim kmenem
stafylokoka, ktery tvofi penicilindzu. ¥ Mechanismus u¢inku oxacilinu bude popséan

v dalsich kapitolach.

Dalsi velkou podskupinou B-laktamovych ATB jsou cefalosporiny, jejichz spektrum
ucinku je Siroké. Rozdéluji se do péti generaci. Prvni skupina cefalosporinti je G¢inna
zejména na grampozitivy (napt. Staphylococcus spp., Streptococcus spp.) a je odolna vici
stafylokokokovym penicilindzam, Spektrum ucinku druhé generace je stejné jako u prvni,
ale navic se uplatiiuje predev§im na infekce vyvolané béznymi gramnegativnimi bakteriemi
jako je Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis a Neisseria gonorrhoeae.
Na nefermentujici gramnegativni bakterie je ale neucinna. Tteti generace cefalosporinu
vykazuje aktivitu vic¢i pseudomonaddm a je hojné vyuzivana v klinické praxi napiiklad

u hnisavych onemocnéni. Ctvrtd generace ma podobné vlastnosti jako predchozi, s rozdilem
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ucinnosti na skupinu AmpC [-laktamdz. Posledni generace je schopna usmrtit

meticilin-rezistentni stafylokoky (MRSA) a penicilin-rezistentni pneumokoky. [

Dalsi vyznamnou skupinou -laktamovych antibiotik jsou karbapenemy. Maji Siroké
spektrum ucinku s plisobnosti na vétSinu grampozitivnich, gramnegativnich, anaerobnich
a aerobnich bakterii. Mezi zastupce této tiidy se fadi ertapenem, ktery se vyuziva k 1é¢be
infekci vyvolané multirezistentnimi kmeny. Dale imipenem, ktery se uziva s inhibitorem
cilastatinem, ktery v ledvinach brani dehydropeptiddze jeho degradaci. ¥ V souvislosti
s lécbou onemocnéni, kterd jsou spojena s multirezistentnimi kmeny je zapotiebi
monitorovat epidemiologickou situaci vyskytu rezistenci. Jedna se piedevSim o rod
Klebsiella spp. a ostatni enterobakterie, kdy byla v poslednich letech mapovéana jejich
schopnost produkce enzymi karbapenemdz, které jsou schopné Stépit a tim inaktivovat

ucinek karbapenemovych antibiotik. ]

Posledni vyznamnou skupinou jsou monobaktamy, kterd jsou ucinnad pouze
na gramnegativni bakterie vcetné multirezistentnich a lze je vyuzit jako nahradu
aminoglykosidd. Jejich vyhodou je odolnost k PB-laktamazdm a metalo-B-laktaméazam.
Aztreonam je ATB, které se mize aplikovat u pacientil s onemocnénim mocovych cest

¢i cystickou fibrozou. 1]

O/\OH

Obrdazek 1: Obecna chemicka struktura p-laktamovych ATB %

3.2 Makrolidy

Makrolidy jsou bakteriostaticki ATB pojmenovéna na zakladé své chemické
struktury, jejiz soucasti je makrocyklicky lakton (Obrazek 2). Jako prvni z této skupiny
byl objeven erytromycin, jehoZz spektrum uc¢inku je podobné penicilinu. Makrolidy disponuji
navic vyhodou, Ze plisobi i na mén¢ Casté ¢i kultivacné naro¢né bakterie — napt. bordetely,
legionely, mykoplasmata ¢i chlamydie. V soucasnosti je pouzivan v ptipadé¢ onemocnéni
respiracniho ¢i urogenitalniho traktu. Dal$imi zéstupci jsou semisyntetické makrolidy,
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tudiz takovd ATB, ktera byla vytvofena z molekuly erytromycinu a ndsledné¢ upravena
chemickou cestou. VSechna tato ATB, kam se tadi klaritromycin, azitromycin, spiramycin
a roxithromycin maji podobné antibiotické Gcinky proti kultivaéné ndro¢nym bakteriim,

grampozitivnim a anaerobnim bakteriim.

Utinky klaritromycinu se vyuzivaji pfi 16¢b& atypickych respiraénich infekei
a infekci gastrointestinalniho traktu. Vhodné je jeho pouziti pfi angin€ u pacientl s alergii
na penicilin. Stejné tak azitromycin, ktery se vyznacuje az 4x vys§i ucinnosti
nez erytromycin ¢i klaritromycin. Spiramycin se indikuje pfedevS§im u détskych pacient
s respira¢nim onemocnénim a gravidnich Zen, kdy diivodem jeho uziti je jeho maly toxicky
ucinek a nizs§i vliv na gastrointestindlni Ustroji. Roxitromycin je indikovan pacientim
primarné¢ napiiklad pfi revmatické horecce. Oproti ostatnim makrolidovym ATB
méa pomérné dlouhy biologicky polocas, coz umoziuje niz§i davkovani 1éku napf. i jen
Ix denné. Také mé vyssi koncentrace v krvi, proto lze vyuzit i pfi hematogennim S$ifeni

infekce 38!

HO H3C\
H,Cw HO N — CH,
l\\\\\“' o
CH, “uay
3 o //,O o— CH3 CH3
CH,
OH
(o]
CH

3

Obrdzek 2: Obecnad chemicka struktura erytromycinu %

3.3 Linkosamidy

Molekula linkosamidli je slozend zaminokyseliny prolinu a aminocukru,
které jsou propojeny peptidickou vazbou. Jejich uplatnéni je v ptipad¢ infekei zapti¢inénych
grampozitivnimi  bakteriemi a anaeroby. Jsou to bakteriostatickd antibiotika,

ktera lze predepisovat i v t&hotenstvi. [#]

Plvodni zastupce linkomycin byl nahrazen ucinnéjSim, Iépe vstiebatelnym
klindamycinem, ktery ma na rozdil od linkomycinu ve své molekule atom chloru
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(Obrazek 3). Inhibuje aktivitu stafylokokl, streptokokdi a anaerobnich bakterii.
Klindamycin se pouziva také proti Clostridium difficile, ktery je spojovan s prijmy a mize
vyustit az v rozvoj pseudomembrandzni kolitidy, kterd je Zivot ohrozujici, ale vyuziva
se hlavné k 1écbé infekci hornich dychacich cest, infekci mékkych tkani a dekubith.
Ojedinéle lze pouzit i k 16¢b& malarie ¢i toxoplazmozy. !

s

HO 0

Obrdazek 3: Obecnd chemicka struktura klindamycinu ®

3.4 Glykopeptidy

Glykopeptidy, jak jiz vyplyva zndzvu, obsahuji ve své struktufe krom¢ cukerné
slozky také kratky peptidovy fetézec, ktery je tvoren sedmi aminokyseliny. Diky své velké
molekule nepiisobi tyto baktericidni ATB na gramnegativni bakterie, ale pisobi pouze

na grampozitivni bakterie (napf. listerie, korynebakteria) a grampozitivni striktn¢ anaerobni

bakterie. 48!

Hlavnim zastupcem této skupiny je vankomycin, ktery je vyuzivan pii 1écb¢ infekci
zpiisobenych stafylokoky, streptokoky a jinymi grampozitivnimi bakteriemi, vcetné téch,
kterd jsou rezistentni k P-laktamovym antibiotikiim. Kromé& toho existuje novéjsi
glykopeptid — teikoplanin, ktery vykazuje vysokou UcCinnost na enterokoky.
Nasyceni organismu je vSak pomalej$i, nez u vankomycinu proto i ucinek antibiotik

se dostavi pomaleji. 419!
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3.5 Oxazolidinony

Tato bakteriostatickdi ATB byla vytvofena chemickou syntézou bez jakékoliv
souvislosti s  piirodnim pfedkem. U€inkuji proti  grampozitivnim  kokim
(Staphylococcus aureus, streptokoky, Streptococcus pneumoniae), grampozitivnim
ty¢inkam, mykobakteriim a anaerobnim bakteriim, jako je naptiklad Clostridium difficile,

a na multirezistentni kmeny. 8]

NejznaméjSim zastupcem oxazolidint je linezolid, ktery pfedstavuje antibiotikum
s uzkym spektrem uc¢inku a ktery je vyhodou vzhledem k snadného pronikdni do tkani.
Jeho uplatnéni je predevsim pro 1écbu nozokomidlnich ndkaz a onemocnéni kuize.
Stejn¢ tak mize byt indikovan v pfipadé¢ kloubnich ¢&i  kostnich infekei.
Utinkuje proti  grampozitivnim  koktim  (Staphylococcus — aureus, — streptokoky,
Streptococcus pneumoniae), grampozitivnim ty¢inkam, mykobakteriim a anaerobnim

bakteriim jako je naptiklad Clostridium difficile a na multirezistentni kmeny (MRSA, VRE).

[4.8]

3.6 Fluorochinolony

Fluorochinolony jsou Sirokospektra ATB s baktericidnim u¢inkem, ktera také nebyla
odvozena od Zadného pfirodniho pifedchiidce. Jejich molekulova struktura je slozena
z chinolonového jadra a fluoru (Obrazek 4). Maji Siroké spektrum ucinku a plsobi
na gramnegativni ty¢inky a koky, anaeroby a nefermentujici gramnegativni tyc¢inky.
Nejcastjsi vyuziti fluorochinolonil je pii terapie mocovych a gastrointestindlnich infekci

a 16&bé& pohlavné pfenosnych nemoci. 11

Nejpouzivangjsim zéastupcem ze skupiny fluorochinoloni je ciprofloxacin,
ktery je znamy ptedevsim pro sviij u€inek proti Pseudomonas aeruginosa, ktera zpiisobuje
napiiklad zanéty mocovych cest. Fluorochinolony jsou rozdéleny do tfi generaci.
Prvni generaci zastupuje kyselina nalidixova, kterd se jiz nepouZzivd, ale dfive slouZzila
k 1é¢bé infekei mocovych cest. Déle jsou to fluorochinolony druhé generace, kam se fadi
ciprofloxacin, ofloxacin a levofloxacin. Jsou oznacovana také jako systémové
fluorochinolony. Tuto skupinu dopliluje norfloxacin, ktery se nazyvd mocovy
fluorochinolon. Jak jiz znazvu vyplyvd, pouzivda se klécbé mocovych cest.
Posledni generaci zastupuje respiracni ATB moxifloxacin, ktery se diky jeho Sirokému

spektru u¢inku indikuje u respiraénich onemocnéni. 4121
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Obrdazek 4: Obecnd chemicka struktura ciprofloxacinu 3°

3.7 Tetracykliny

Tetracykliny jsou Sirokospektra bakteriostatickdi ATB se snadnym prunikem
do tkani. Jejich ndzev je odvozen od Ctyf linearné fuzovanych aromatickych kruht
piitomnych v jadru molekuly (Obrazek 5). B Jsou G¢inné napiiklad proti mykobakteriim,
a vetSiné gramnegativnich a grampozitivnich bakterii. Kromé toho se mohou indikovat
u protozoarnich infekci jako jsou malérie ¢i toxoplazméza. Znacnou nevyhodou je jejich

prinik placentou, tudiZ je nelze pouzit v gravidite. 4!

Hlavnim zastupcem tetracyklinu je doxycyklin, ktery se podava oralni cestou
s uCinkem na chlamydie, rickettsie, francisely nebo bartonely. PfedevSim se uziva
pfi pneumoniich, kapavce a jinych pohlavné pfenosnych infekcich. Dal§im zastupcem této
skupiny je tigecyklin, ktery se fadi ke glycylcyklinovym ATB a je pouzivan
pfi stafylokokovych infekcich. Dale je ho mozné vyuzit proti gramnegativnim bakteriim
a anaerobné rostoucim bakteriim. U¢inkuje také proti bakteriim, které si vytvofili rezistenci

k B-laktamtm. 18]

Obrdzek 5: Obecnad chemicka struktura tetracyklinu 1°
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4 MECHANISMY UCINKU ANTIBIOTIK

Hlavnim rozdélenim antibiotik je jejich déleni dle jejich mista plisobeni.
Tato klasifikace vychdzi z mechanismil u¢inku antibiotik, které probihaji uvnitt bakterie
na molekularni trovni. Existuje pét zdkladnich mist pisobeni ATB na bakterie. V prvni fadé¢

je to bunécnd sténa, dale bunéénd membrana, ribozomy, nukleové kyseliny a metabolické

drahy. 10

4.1 Inhibice bunéény stény

Hlavni ulohou ATB je pisobit na bakteridlni buiikky a zaroveil ponechat ostatni
neposkozené. Nejvhodngjsim cilem antibiotik je tak peptidoglykan, ktery je slozen
z N-acetylglukosaminu (NAG) a kyseliny N-acetylmuramové (NAMA), které jsou zpevnéné
pentapeptidy. Peptidoglykan je soucasti bunécnych stén grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii, jejichz bunécna sténa se 1isi jeho vrstvou (Obrazek 6). Ta se vyskytuje na vnéjsi
stran¢ bakteridlni buiiky, kde zajiStuje jeji tvar, ochranu a preziti. Bez piitomnosti
peptidoglykanu by dosSlo k deformaci a pfiliSnému rozpindni bakteridlni buiky, které

by jinak vzhledem k vnitinimu hyperosmolarnimu prostfedi nasdvaly vodu az k prasknuti.

[8,13]

Grampozitivni bakterie Gramnegativni bakterie
' ' . PORIN . '
PEPTIDOGLYKAN r T‘
PEPTIDOGLYKAN
PERIPLAZMATICKY PERIPLAZMATICKY
PROSTOR PROSTOR

Obrazek 6: Srovnant struktury bunécné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
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Syntéza peptidoglykanu je slozity a zdlouhavy proces, ktery probiha jiz v cytoplazmé
a za¢ina vznikem z prekurzori NAG a kyseliny NAMA. Po vytvofeni se k NAMA pfipoji
peptidovy fetézec, ktery méd na sob€ pfipevnény tfi aminokyseliny a spolu se navazou
na NAG. Tento komplex, ktery se vytvofil v buné€né membrané je prenesen do bunécné
stény a tvoii zaklad peptidoglykanu. V dalSim procesu se jiz zapojuji enzymy
(transglykosyldza, transpeptidaza), které spoji pomoci glykosidické vazby NAMA a NAG

a vznikne tak pevna peptidoglykanova miizka. [ 0]

Mezi hlavni skupiny antibiotik, jejichz cilem je bunécna sténa patii zejména

B-laktamova antibiotika a glykopeptidy.

Hlavnim mechanismem tuc¢inku B-laktamovych ATB je inhibice syntézy
peptidoglykanu v jeho posledni fazi tvorby prostfednictvim inaktivace proteinli vazajicich
penicilin (penicilin-binding protein, PBP), které se na jeho syntéze podileji spolecné
s transpeptidazami. 2! Nasledkem je rozruSeni bun&éné stény, a tim dochézi k 1yze buiiky.
Rezistence k B-laktamovym ATB miize byt zplGsobena nékolika mechanismy. Hlavnim
a nejCastéj$im mechanismem rezistence je inaktivace antibiotik pomoci enzymt -laktamaz,
dale zménou cilového mista (modifikace PBPs), a v neposledni fad¢ také zménou
propustnosti porinu a eflux ATB z periplasmatického prostoru. Vice budou tyto mechanismy

popsany v nasledujici kapitole. (811!

Glykopeptidova ATB maji podobny tc¢inek jako B-laktamy. Rovnéz inhibuji syntézu
bunééné stény. V tomto piipadé se ATB vazi na konec¢né casti peptidoglykanu,
coz znemoznuje jeho propojeni. Nasledkem je oslabeni bakterii a jejich osmotické

poskozeni. [13!

Dalsi antibiotika, kterd inhibuji tvorbu peptidoglykanu je cykloserin, ktery zasahuje
do intermedidrniho metabolismu. Déle pak bacitracin plisobici na membréanu, a fosfomycin,

ktery ovliviiuje prekurzory peptidoglykanu v cytoplazmatické membrang. 18!

4.2 Inhibice cytoplazmatické membrany

Cytoplazmatickd membrana zastava bariérovou funkci a zaroven je to misto,
kde kromé¢ bunécného dychani také vznikd energie ve formé adenosintrifosfatu (ATP),
ktery je dilezity pro metabolismus aerobnich bakterii. Cytoplazmatickou membranu
inhibuje fada antibiotik. Mezi hlavni zéstupce patii polypeptidova ATB a nové¢ jsou zde

zafazeny i aminoglykosidy. !
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Polypeptidové antibiotika zahrnuji zejména polymyxin B a polymyxin E (kolistin).
Jsou to ATB, kterd mohou poskozovat membranu tim, Ze se chovaji jako detergent.
Svym hydrofobnim koncem se vklini do membrany a degraduji membranu gramnegativnich

bakterii a tim dojde k jejich smrti. !

Dale muze bakteridlni membranu ovliviiovat daptomycin, zéastupce cyklickych
lipopeptidovych ATB, ktery se svym hydrofobnim koncem vklini do bakterialni membrany.
N¢ékolik takto zanofenych molekul ATB nasledné vytvoii tunel, ptes ktery z buiiky mohou

unikat malé ionty, coz vede k rozvratu iontového prostedi a nasledné usmrceni bakterie. !4

Aminoglykosidy jsou ATB, ktera byla diive fazena mezi antibiotika inhibujici
proteosyntézu, ale pfed samotnym ucinkem na ribozomy musi aminoglykosid nejdiive
pfekonat cytoplazmatickou membranu bakterie. U gramnegativnich bakterii se molekuly
ATB navazi na fosfolipidy a negativné¢ nabité bilkoviny za soucasného vytlaceni
hofecnatych a vapenatych iontd. Dochazi tedy k naruSeni integrity bakterialni buiky,
proto jsou v soucasné dob¢ tyto antibiotika fazena mezi inhibitory bakteridlni membrany.

Teprve po jejim prekonani za¢inaji inhibovat vlastni proteosyntézu. 18!

4.3 Inhibice proteosyntézy

Ribozomy bakterii se od eukaryotnich ribozomt odliSuji svou velikosti, jsou mensi
a slozeny ze dvou podjednotek — 30S a 50S. Na mensi podjednotce 30S se nachdzi mRNA,
po které se premistuje ribozom. Molekula tRNA nachazejici se na velké podjednotce
ma na svém povrchu tfi nukleotidy, kterd maji sviij specificky kodon. Na druhém konci

tRNA se nachazi aminokyseliny, které se spojuji v jeden peptidovy fetézec. !

Mechanismus rezistence vznikly inhibici proteosyntézy funguje tak, ze ATB
je uchyceno na velké podjednotce ribozomu, kde se nachazi molekuly tRNA (Obrazek 7).
Jejich funkci je za ptitomnosti 3 nukleotidll (antikodont) a kodonti na sebe vazat a ptipojovat
peptidové konce za vzniku peptidovych fetézcii. Soucasti ribozomu je také mald
podjednotka, kterd na zaklad¢ tvorby fetézcii posouvd ribozom o jeden antikodon.
Tento nekolika se opakujici cyklus je dokoncen za ptitomnosti stop-kodonu, ktery zastavi
proces proteosyntézy. Pritomnost ATB zabratiuje tomuto procesu na Grovni vymeény tRNA,

ktery piipravuje aminokyseliny pro hladky priibéh proteosyntézy. ¥
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Ribozomy jsou cilem fady antibiotickych skupin — mezi nejdiilezitéj§i fadime
makrolidy, linkosamidy, tetracykliny a linezolid. Jejich ucinkem dochéazi k zastaveni
¢innosti bakterialni bunky, nikoliv k jejimu usmrceni. Tyto antibiotika nemaji tedy

na bakterialni butiku Gi¢inek baktericidni, nybrz bakteriostaticky. '

Oxazolidinony jsou syntetickd ATB a jejich hlavnim zastupcem je linezolid.
Toto ATB znemoziiuje pribéh proteosyntézy Spatnym uspofadanim celého ribozomu.
D¢je se tak navazanim na vétsi podjednotku v misté, kde se pifipojuje molekula tRNA,

kterd je okamzité zablokovana a zabrani p¥istupu a napojovani dalSich aminokyselin. [®!

Makrolidy a linkosamidy inhibuji proteosyntézu vazbou na 23S rRNA,
kterd se nachazi na velké podjednotce ribozomu pobliz peptidyltransferazy.
Vysledkem je predCasny posun tRNA nebo jeho upevnéni a znemoznéni pohybu

po ribozomu. &1

Streptograminy zplsobuji pfedcasné uvolnéni proteint. Je to zpiisobeno chybnou
stavbou ribozomu, které nedokazi do své velké podjednotky pfijimat nové tRNA molekuly,
a nedochazi tak k pfipojeni nové aminokyseliny. Ty se poté nemaji kam navazat

a jsou vypuzeny z ribozomu v podobé& nefunkénich bilkovin. ®!
A site

Nascent /
polypeptide /
chain /SZS\

P site / ‘TIJ"-‘\:

S aa I"' —

Macrolides — '&/\;-

tRNA

Transferase
site

mRNA
template

Obrdazek 7: Stavba ribozomu a misto piisobeni makrolidii 3’

4.4 Inhibice nukleovych Kkyselin

Funkce nukleovych kyselin spo¢ivd v pifenosu a uklddani genetické informace
ve formé deoxyribonukleové kyseliny (DNA) u prokaryotnich (vCetné bakteridlnich)
a eukaryotnich bun¢k. Antibiotika, ktera inhibuji nukleové kyseliny, plisobi pfimo na DNA
nebo na transkripci RNA. &!1]
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Hlavni skupinou inhibujici syntézu nukleovych kyselin jsou fluorochinolony,
které inhibuji topoizomerazy (hlavné topoizomeraza IV) nebo DNA-gyrazy (Obrazek 8).
Tyto enzymy pii syntéze DNA f{idi rozvinovani nebo svinovani dvojSroubovice.
Pfi navazani velkého poctu antimikrobidlnich molekul na topoizomerazu/DNA-gyrazu
enzymy neplni svou fyziologickou funkci, coz vede k rozpadu DNA a naslednému usmrceni
buiiky. Rezistence antibiotik k fluorochinoloniim byva nej¢astéji zptisobena bodovou mutaci

topoizomeraz nebo DNA-gyraz. [5!1]

DalSim antibiotikem inhibujicim syntézu nukleovych kyselin je napt. rifampicin
pouzivany zejména jako antituberkulotikum. Na rozdil od fluorochinoloni neinhibuje

topoizomerazu, ale RNA-polymerazu. Disledkem je blokace pfepisu DNA do mRNA. &!1]

DNA gyrase

Topﬁsel\/)

Obrazek 8: Mechanismus vicinku fluorochinolonii *

4.5 Antibiotika inhibujici metabolické drahy

Pro spravnou replikaci bunék a jejich funkeci pfi infekcich je dualezitd zvySena
rychlost metabolismu folati, mezi které se fadi kyselina listovad. Ta je dilezitou slozkou
pro lidsky organismus pfti 1€cbé infekci a ma kli¢ovou ulohu v intermedidrnim metabolismu
bakterii. Hlavni molekulou je koenzym tetrahydrofolat, ktery pienasi jednouhlikaté

skupiny. !¢

Mezi hlavni ATB, kterd inhibuji metabolické drahy kyseliny listové patii
sulfonamidy. Ty soutézi s kyselinou p-aminobenzoovou o misto v aktivnim centru
dihydropteroatsyntetdzy, podporujici kyselinu tetrahydrolistovou, dilezitou latku

pro syntézu nukleovych kyselin a metabolismus aminokyselin. [*]
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Metabolické drahy kyseliny listové ovliviiuje také napft. antibiotikum trimetoprim,
které zabranuje syntéze kyseliny tetrahydrolistové a také plisobi inhibi¢n€ na dihydrofolat
reduktazu. Nésledkem je zabrana pfemény kyseliny dihydrofolové na kyselinu

tetrahydrofolovou, ktera ma diilezitou funkci pfi syntéze DNA. 8101

ATB mohou také ptisobit inhibi¢né na metabolickou drdhu mykobakterii. Pfikladem
je kyselina para-aminosalicylova, pies kterou se nedostavd dostatecné mnozstvi zeleza
do mykobakterii. Déle cykloserin, inhibujici bunéénou sténu Spatnou tvorbou D-alaninu

a diarylchainoliny, které v bun&¢ném metabolismu zastavuji tvorbu ATP. 18]
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5 MECHANISMY REZISTENCE K ANTIBIOTIKUM

Bakteridlni rezistence predstavuje moznost bakterie odolavat antibiotické 1&Cbé.
RozliSujeme rezistenci pfirozenou a ziskanou. Obé rezistence jsou geneticky podminéné
a podléhaji standardn¢ dédi¢nosti. RozSifeni rezistenci jak pfirozenych, tak ziskanych
probiha klonaln¢ z matetské builkky na dcefinou (vertikalni ptenos) nebo horizontalné

(skrze sdileni genetické informace mezi butikami, a to i mezi riiznymi kmeny bakterif). 17

5.1 Prirozena (primarni) rezistence
Primérni rezistence je piirozena schopnost bakterie vzdorovat u¢inkiim antibiotické
1é¢by, jejiz pri¢inou miize byt absence cilového mista pro antimikrobialni latky, jejich Spatna

absorpce nebo vypuzeni (eflux) antibiotik z bunky.

Priméarni rezistence je casto typickym znakem daného bakteridlniho druhu.
Tyké se vlastnosti, stavby ¢i metabolismu dané bakterie a mize byt vyuzivana pro jeji
selektivni izolaci nebo také jeji identifikaci pfi diagnostice na selektivnich kultivacnich
ptdach. B8 Do t&chto pld se piidavaji ATB, kterd umoziuji rist hledaného kmene a tlumi

riist ostatnich mikroorganismii. 4

Vsechny grampozitivni bakterie a anaeroby si napiiklad vytvafeji pfirozenou
rezistenci k aminoglykosidim a kolistinu. Dal§im piikladem jsou gramnegativni bakterie,
které jsou rezistentni k oxacilinu, vankomycinu nebo linezolidu. K cefalosporiniim jsou

piirozené rezistentni enterokoky, listerie a anaeroby. !

5.2 Ziskana (sekundarni) rezistence

Pienos ziskané rezistence muize byt uskuteCnén horizontdlné ¢i vertikalné,

prostiednictvim mutaci genu.

Podstatou vzniku ziskané rezistence je to, Ze z ptivodné citlivého kmene se stal
rezistentni k danym ATB. Pfikladem klinicky vyznamnych ziskanych rezistenci
je Staphylococcus aureus rezistentni k meticilinu (MRSA) nebo enterokok rezistentni

k vankomycinu (VRE) a dalgi. [

Horizontalni pfenos nejcastéji zpiisobuje rozvoj antibakteridlnich rezistenci a vznika
prostiednictvim tfi zékladnich mechanismd, kterymi bakterie ziskavaji genetickou informaci
z vngjSiho prostedi — konjugace, transformace a transdukce. Konjugace je prenos genetické

informace pomoci tzv. sex pilt. K pfenosu genetické informace dochéazi prostiednictvim
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tzv. mobilnich genetickych elementi (MGE). Mezi nejvyznamnéj$si MGE patii zejména
plasmidy, kterych mohou bakterie vyuZzivat pro ziskani genetické informace,
nebo transpozony, které se mohou samovolné pfemistit v ur¢itych mistech DNA a nasledné
se vklinit do chromozomu a byt soucasti genomu buiiky. Mezi MGE fadime také integrony,
predstavujici jednoduchy, ale efektivni mechanismus, kterym pfiddvaji nové geny
do bakterialnich chromozom k zajisténi exprese. [') Dal§im mechanismem je transformace,
pfi které bakterie ziskdvaji DNA z okolniho prostfedi. Zasobarnou této ziskané DNA jsou
uhynulé bakterie a cilem je z okolniho prostfedi dostat co nejvétsi mnozstvi nukleotida.
Tteti mechanismus je transdukce, kdy je umoznén pfenos genetické informace mezi dvéma

bakteriemi za pomoci bakteriofag. 517
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6 JEDNOTLIVE MECHANISMY REZISTENCE

Tato kapitola se zabyva problematikou rozvoje rezistence u bakterii a faktory,
které tomu napomahaji. Jsou zde popsany funkce inhibi¢nich enzym, zacileni bakterii
na cilové struktury, vstfebavani antibiotik, a nakonec aktivni transport ATB z bunky

prostiednictvim efluxnich pump. VSechny tyto mechanismy jsou shrnuty na Obrazku 9.

Aminoglycoside
influx

4. Efflux pumps

88

Aminoglycoside
influx

Obrdzek 9: Mechanismy rezistence antibiotik 3

6.1 Modifikace antibiotik bakterialnimi enzymy

Mechanismus enzymatické inaktivace, ktery ¢ini ATB neucinnym se nejcasteji
vyskytuje u B-laktamovych ATB. Nejvyznamnéj§im typem téchto enzymi jsou
tzv. B-laktamazy, které piisobi hydroliticky na amidovou vazbu B-laktamového kruhu.
Klasifikace jednotlivych skupin vychazi ze struktury aktivniho centra [-laktamdz.
Rozdé€luji se na ¢tyfi zakladni skupiny — penicilinazy, Sirokospektré p-laktaméazy (ESBL),
B-laktamazy tiidy C (AmpC) a karbapenemazy. [*]

Penicilinazy, jak uz vyplyva z ndzvu $té€pi penicilin a jsou produkovany zejména
kmeny S. aureus. ESBL a AmpC maji hydrolytickou aktivitu $ir§i — kromé penicilint §tépi
karbapenemazy. Karbapenemazy kromé zminénych skupin S$tépi i karbapenemova
antibiotika. Geny pro vSechny zminéné skupiny enzymi jsou casto lokalizovany
na plasmidech, méné¢ na chromozomu, coZ umoziuje horizontdlni pfenos genii mezi

gramnegativnimi bakteriemi. (%!
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6.2 Modifikace cilové struktury

Bakterie mohou nékolika zptisoby uplatnit svou schopnost zménit afinitu k cilovému
mistu a vyhnout se tak plsobeni ATB. Zména miize byt na urovni mutace genu,
metabolickych drah, nebo miiZze probihat az po reakci s ATB, kdy bakterie pozméni cilové
molekuly. Dal§i moznosti je vytvoreni cilovych mist v nadbytku, kdy bakterie zacne

produkovat cilovy enzym ve vétsim mnozstvi. 519

Zména zplusobend mutaci genl vede ke zméné aktivniho centra enzymu ¢i jeho
poruse. Pfikladem téchto zmén miZze byt mutacni zména u rezistence k linezolidu
a tedizolidu, kdy je prokdzdna mutace na velké podjednotce ribozomu 23S rRNA.
DalSim ptikladem je rezistence k fluorochinolontim, kdy dochézi k inhibici DNA-gyrazy

¢i topoizomerazy 1V. 1Y)

6.3 ZhorsSena permeabilita antibiotik

Aby doslo k t¢inné 1é¢bé musi ATB proniknout do intracelularnich prostor skrze
cytoplazmatickou membranu bakterie, na které se nachazi bilkovinné poriny. Funkci téchto
proteint je zprostfedkovani prichodu latkdm (toxiny, metabolity) z vnitfniho a vnéjSiho
prostiedi véetné¢ ATB. Z tohoto diivodu musi ATB proniknout az do vnitini membrany,
aby uplatnila své uCinky. P-laktamy, tetracykliny nebo n¢které chinolony jsou ATB,
kterd vyuzivaji porind k piekonani bariéry. V dasledku Spatné funkce nebo naruseni exprese

porinu se zminéna hydrofobni ATB nedostanou do buiiky. 1]

Existuje n€kolik typl porint, které se odliSuji svou strukturou, selektivitou a regulaci
exprese. Klasickym ptikladem jsou OmpF, OmpC a PhoE, které¢ produkuje Escherichia coli.
Pseudomonas aeruginosa produkuje dalsi dilezity porin a to OprD, ktery ma schopnost
snizit vstfebavani ATB. [°]

6.4 Efluxni systém

Efluxni pumpy jsou transmembranové pumpy pracujici na principu aktivniho
transportniho mechanismu, kterymi jsou vyCerpavany ATB z bakteridlni buiky.
Velkou vyhodou téchto pump je, Ze nemaji jen jednu funkeci, ale zastavaji i pfirozené tlohy
v bézném fungovani bakteridlni bunky. Nevyhodou tohoto systému ale je jeho energeticka
naroc¢nost a jen omezena schopnost odstranéni ATB z bakterialni buiiky. SpiSe tedy snizuji

ucinek antibiotik, které se jiz dostalo do buriky, oproti jinym mechanismtm, které ATB zcela
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zneSkodnuji. Exprese efluxnich pump se vyskytuje u celé fady gramnegativnich bakterii.

[8,11]

RozliSuje se pét zakladnich typa efluxnich pump, kterd se rozdéluji dle jejich
energetického zdroje a struktury — ABC, MATE, SMR, RND, MFS. Zjednodu$eny piehled

je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: Klasifikace efluxnich pump °

Efluxni systém Zdroj energie Antibiotikum
ABC ATP makrolidy, fluorochinolony
+ 17+ . trimetroprim, fluorochinolony,
MATE Na" / H" gradient ) .
aminoglykosidy
SMR H" gradient tetracykliny
B-laktamy, fluorochinolony, makrolidy,
. aminoglykosidy, tetracykliny,
H t
RND gradien chloramfenikol, novobicin, rifampicin,
trimetroprim
. fuorochinolony, novobicin
H+ t B 5
MFS gradien chloramfenikol
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7 KLINICKY VYZNAMNE MECHANISMY REZISTENCE
U VYBRANYCH SKUPIN ANTIBIOTIK

7.1 Oxacilin (meticilin)

Hlavnim mechanismem rezistence u -laktamového oxacilinu je zména syntézy PBP,
kdy vznikd mutantni forma PBP2a, Tato zména je kodovana genem mecA. PBP2a mé nizkou
afinitu k meticilinu a s nejvétsi pravdépodobnosti také k ostatnim (B-laktamovym ATB.
Diky tomu Staphylococcus aureus ziskéva rezistenci k meticilinu — tyto kmeny jsou poté
oznaCovany jako MRSA. Oxacilin se vyuziva k diagnostice MRSA, kdy se nachazi
v testovaci ptidé, na které je aplikovany vySetrovaci kmen. Pokud se potvrdi jeho rezistence

(vySetiovany kmen na pidé vyroste) je ziejmé, Ze bude rezistentni také k meticilinu. 2%

MRSA se fadi mezi nejCastéji se vyskytujici rezistence vici ATB.
Obrazek 10 znazoriuje epidemiologickou situaci MRSA v Evropé za rok 2020. Tato data
pochézi z tzv. EARS-Netu — systému pro monitoring rezistence v Evropé. EARS-Net je fizen
Evropskym stiediskem pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC). S. aureus se fyziologicky
vyskytuje az u 30 % obyvatelstva. Nejcastéji kolonizuje nos, krk ¢i kiizi a také stfevo.
Bézné citlivy S. aureus (MSSA) byl dfive citlivy na penicilin, ale dnes jsou jiz skoro vSechny
kmeny MSSA penicilin rezistentni diky produkci penicilinazy. Riziko ndkazy MRSA kmeny
je spojeno s hospitalizaci, ¢astou navstévou v ambulanci nebo pfitomnosti ve stacionafi.
K infekcim mutze dojit bez ptfedchozi kolonizace, to znamend pfenosem na pacienta
napiiklad od persondlu nemocnice. Riziko ndkazy MRSA se zvySuje prostfednictvim
operacnich ran ¢i zavedenim Zzilniho katetru a dalSich pomucek, které mohou byt

kontaminovéany z prostfedi ¢i od personélu kolonizovaného MRSA kmenem. ['!]

Antibiotikum prvni volby pro terapii infekci zpisobenymi kmeny MRSA
je vankomycin, eventualn¢ lze uplatnit teikoplanin ¢i linezolid. Lze také pouZit ceftarolin,

coz je cefalosporin 5. generace. [!!!
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R - resistant isolates,
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10-<25%
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50-<75%
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i
Obrazek 10: Zastoupeni MRSA kmenui v invazivnich klinickych materialech v Evropé k roku
20203

>=75%

7.2 Makrolidy, linkosamidy a streptograminy

Hlavnim mechanismus rezistence k témto skupindm antibiotik je nejcastéji mutace
cilového mista, dale to mize byt také eflux antibiotik z butiky ven ¢i modifikace antibiotika
pomoci enzymu. Lze také prokazat mutaci v ribozomalnich proteinech L4 a L22, ktera mtze

vést k rezistenci k erytromycinu, a to nejéastéji u Streptococcus pneumoniae. 13!

wrwe

metylazy, ktery zplsobuje modifikaci vazebného mista na ribozomu a erytromycin
se tak nemtize navazat. To vede k tomu, Ze jsou bakterie rezistentni nejen k makrolidiim,
ale také k linkosamidiim a streptograminu B (oznacovano souhrnné jako MLSB rezistence).
Na plasmidech ribozomu se nachazi koédované erm geny (erytromycin ribozomalni
metylaza), které jsou distribuovany mezi bakteriemi. Rozdéluji se do né¢kolika skupin,
napt. skupina A je typickd pro stafylokoky, skupina B pro enterokoky a streptokoky.
Kromé téchto genil lze detekovat také jiné druhy, jako naptiklad ermTR u B-hemolytickych
streptokokd. 22 Erm geny se dokézou trvale aktivovat (konstitutivni rezistence)
nebo se aktivuji dle nutnosti v piitomnosti erytromycinu (inducibilni rezistence).

Geny pro tuto rezistenci mohou byt lokalizovany na plasmidu i chromozomu. ¥

Dale mize byt rezistence k makrolidim zptisobend mutacemi efluxnich pump.
Ptikladem je ptitomnost mef genii u Streptococcus pneumoniae nebo pritomnost msr(A) genii
u kmenti Staphylococcus aureus. >3 Spontanni bodova mutace, ktera je vytvofena béhem
efluxu napadd gen pro syntézu enzymu peptidyl-transferdzy, jehoz funkci je zabezpecit
posun peptidového fetézce na ribozomu. V piipadé absence tohoto enzymu nedochdzi

k translaci, tedy vzniku bilkovin z mRNA. Pokud je napadena molekula peptidyl-transferazy
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dojde v aktivnim centru ribozomu ke snizené citlivosti vi€¢i ATB. Tento typ rezistence
je v literatute také oznaCovan jako M fenotyp vyznacujici se pouze zkiiZzenou rezistenci

makrolidii pouze ke streptogramintim. Citlivost linkosamid ziistava zachovana. 18

7.3 Vankomycin

Rozlisuje se devét genli zpusobujicich rezistenci k vankomycinu, které se oznacuji
jako van geny. Rezistence enterokokl k vankomycinu se vyznacuje zdménou D-alaninu
za D-laktat u penptidoglykanu. Tyto kmeny tedy nazyvame vankomycin-rezistentni
Enterococcus (VRE). Nejcastéji se jedna o geny vanAd a vanB, které jsou lokalizovany
zejména na plasmidech a vedou k vysokému stupni rezistence k vankomycinu.
Existuje také zaména D-alaninu za D-serin, ktera se vyskytuje u genti typu vanC u kmeni
Enterococcus casseliflavus, E. gallinarum a E. flavescens. V tomto piipadé jsou geny

lokalizovéany pouze na chromozomu, jedna se tedy o vrozenou vlastnost téchto kmend. 2!

Rezistence k vankomycinu je nejcastéji nachazena u kmeni Enterococcus faecium,
které zpusobuji napf. infekce krevniho feCiSt€é a zanéty mocovych cest.
Obrazek 11 poukazuje na vyskyt VRE v roce 2020 v Evropé. VRE se nejcastéji vyskytuji
a Sifi v nemocnic¢nich zafizenich, kde pacienti pobyvaji delsi dobu. Vyskytuji se casto
napiiklad u hematoonkologickych pacientli. Detekce VRE je méné Casta nez zachyt MRSA,

ale pfesto je zaznamenavana vysoka imrtnost na infekce zpiisobené VRE kmeny. (18]

Antibiotikem volby, kterd jsou podavana pfi terapii infekci zplisobenymi
vankomycin rezistentnimi kmeny, jsou napfiklad linezolid, dalfopristin, daptomycin
a tigecyklin. Dalsi piiklad je novy Iék oritavancin, ktery je registrovdn od roku

2014 a je to uméle piipraveny glykopeptid, ktery je strukturou podobny vankomycinu. 8!

R - resistant isolates,
percentage (%)

<1%
1-<5%
5-<10%
10-<25%

25-<50%

HE O[O0 E

50-<75%

Obrazek 11: Zastoupeni VRE kmenii v invazivnich klinickych materidalech v Evropé k roku 2020 **
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7.4 Linezolid

Rezistence k oxazolidinonim se v Ceské republice objevuje vyjimecné. Za rezistenci
zodpovidaji vznikl¢é bodové mutace, které maji za nasledek zménu na ribozomech
nebo konfiguraci ribozomdlnich protein. Tyto mutace jsou kodovany geny,

ktera se nevyskytuji na plasmidech, ale jsou uloZené na chromozomech. [®!

Stejné jako u makrolidii dochézi i zde ke zméndm ribozomalni RNA skrze metylaci.
Za tuto zménu odpovidd enzym rRNA-metyl-transferaza, ktery je kddovéan na plasmidech
a je fizen cfr geny. Enzym je schopny zabranit vazb¢ antibiotik, mezi néz patii linkosamid,

chloramfenikol a dal3i.[®

36



8 DIAGNOSTIKA ANTIBIOTICKE CITLIVOSTI

V mikrobiologickych laboratofich se rutinné provadi vySetieni ke zjisténi citlivosti
bakterii na dand antibiotika fadou postupti. Z rutinné vyuzivanych metod jsou nejcastéji
pouzivany bujonova diluéni metoda, diskova difuzni metoda a gradientové testy.
Pro vyzkumné a dopliujici ucely se mize vyuzit i agarova diluéni metoda, kterou vétSinou
provadi specializovana pracovisté typu NRL (Narodni referen¢ni laboratot). Pro hodnoceni
citlivosti jsou zavedeny pojmy jako citlivy nebo rezistentni. V pitipad¢ citlivého kmene
k ATB se predpoklada ucinnost jeho 1écby. Pokud je kmen rezistentni na dané antibiotikum,
1écba selhava a je neefektivni. Nové je také zatazen vysledek ,.citlivy, pti zvySené expozici®.
Ten se vyuziva v ptipadé, kdy jsou antibiotika doporucena podéavat ve vysSich davkach.
O tom, zda je kmen zatfazen do skupiny citlivé, rezistentni nebo citlivy se zvySenu expozici
je rozhodnuto na zdklad¢é kazdoro¢né aktualizovanych namétenych hodnot, které vydava
nadnarodni spolecnost EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) pro Evropu, nebo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) pro USA. 1]

Pro hodnoceni citlivosti ATB se uZzivd pojem breakpoint, taktéZ oznaCovany
jako hrani¢ni koncentrace, podle niz se urcuje rezistence baterie. Vysledky jsou u dilu¢nich
metod posuzovany hodnotou minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) v jednotkach mg/l.
Pokud je hodnota MIC nizs§i nez breakpoint, znamend to, Ze bakterie je citlivd na dané
antibiotikum a predpoklada se uspesna 1écba. Naopak pokud je vyssi nez breakpoint, je dané
antibiotikum hodnocené jako neucinné. V piipadé diskovych difuznich metod

se k hodnoceni pouziva velikost inhibi¢nich z6n (1Z) vyjadfovana v milimetrech. (2°)

8.1 Bujonova dilu¢ni mikrometoda

Bujonova mikrometoda se provadi v 96 jamkové plastové mikrotitracni desticce,
do nichz se aplikuje inokulum vysetfovanych bakterii. Kazdy sloupec desticky obsahuje
nafedény roztok testovaného antibiotika. Po uplynuti doby inkubace se zhodnoti vysledek

Cvwr

8 koncentraci jednoho antibiotika v fedéni dvojnasobnou geometrickou fadou. ?7!

Tato metoda je jednoduché a ekonomicky vyhodnd, proto je prvni volbou v rutinnich
laboratotich. Koncentrace inokula uvnitt mikrotitracnich desticek nema vliv na vysledek.
Vyhodou této metody je schopnost urceni rezistence. Nevyhodou je nemoznost odliSeni

kontaminace a nelze zhodnotit u bakterii, které snadno podléhaji autolyze. 2"
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8.2 Diskova difuzni metoda
Principem diskové difuzni metody je méfeni primeéru inhibi¢ni zoény, kterd vznikne
po 16-24 hodinach inkubace pti 35 °C na agarové pudé okolo disku, ktery je napustén urcitou

antimikrobialni latkou. 28]

Diskova difuzni metoda je vyhodna pro jeji jednoduchost. Snadno také 1ze poznat
pfitomnou kontaminaci. Nelze ji pouZit u bakterii s nizkou rychlosti riistu nebo specialnimi

rastovymi podminkami nebo pokud potfebujeme znat MIC. Koncentrace inokula ovliviiuje

vrwe

rezistence. 27]

8.3 Gradientové testy

Zvany také epsilometricky test (E-test), je test zjiStujici MIC pomoci plastovych
prouzku napusSténych ATB o zndmé koncentraci, ktery se aplikuje na agarovou pidu
s naockovanym inokulem. Na strané prouzku je stupnice, kolem niz se vytvofi elipticka
inhibi¢ni zéna, kde je oznacena koncentrace a podle niz se po pfislusné inkubaci ur¢i hodnota

MIC. 8

Vyhodou E-testu je, ze se snadno odhali kontaminace. Jeho provedeni vzdy stoji
za zvazeni, diky jeho vysoké cené a fadé nevyhod mezi které se fadi také to, Ze koncentrace
inokula muze vyrazn€ ovlivnit vysledek a také, jako u piedchozich, je sniZena schopnost

detekce rezistence. 27)

8.4 Agarova dilu¢ni metoda
MIC se hodnoti na rizné koncentrovanych agarovych ptidach. Bézné je ptipraveno
12-15 koncentraci stejného antibiotika fedéného dvojnasobné geometrickou fadou. Na ptidu

Cvwr

antibiotika, které zabrafuji ristu bakterii. 27

Mezi vyhody této metody se fadi diagnostika vétSiho mnozstvi kment, odhaleni
kontaminace a koncentrace pouzit¢ho inokula neovlivituje vysledek. Je také vyhodna
pro Spatné rostouci bakterie v tekutém prostfedi jako jsou meningokoky nebo nékteré
anaerobni bakterie. Tato metoda je velice pracnd a zdlouhava, také ekonomicky ndro¢na

a je snizend schopnost uréeni rezistence. Tato metoda se nepouziva rutinng. 7]
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PRAKTICKA CAST

9 CiL A UKOLY PRACE

Prakticka c¢ast zahrnuje tyto 3 cile:
1. Seznamit se s problematikou MLSB rezistence u grampozitivnich bakterii.

2. Zvladnuti laboratorni diagnostiky MLSB rezistence u streptokokli pomoci

tzv. D-testu.

3. Statistické zpracovani vyskytu MLSB rezistence u vybranych streptokokt

ve Fakultni nemocnici v Plzni na Ustavu mikrobiologie.

39



10 METODIKA PRACE

Prakticka ¢ast byla provedena na specializovaném pracovisti ve Fakultni nemocnici
v Plzni na Ustavu mikrobiologie. Ustav mikrobiologie se jako jediny v Plzefiském kraji

zabyva monitoraci spotfeby antibiotik a diagnostikou multirezistentnich bakterii.

V mikrobiologickych laboratofich se rutinné vyuziva pro stanoveni citlivosti ATB
diskova difuzni metoda (DDT). Dilezitou soucasti provedeni DDT je papirovy disk,
ktery je napuStén antimikrobidlnim Ccinidlem o pfesné koncentraci. Disky se kladou
na naockovanou pidu pomoci davkovace nebo sterilni jehly. Po inkubaci v termostatu
je odecitan primér inhibi¢nich zén (I1Z), ktery je imérny citlivosti kmenu. Tato hodnota

v milimetrech se srovnava se znamymi hodnotami breakpointu pro dané antibiotikum.

U onemocnéni, ktera jsou zplsobena -hemolytickymi streptokoky, je ATB prvni
volby penicilin. Zaroven pifibyva mnoho pacientl, ktefi vykazuji alergickou reakci
na penicilin. Pokud nastane zminén4 alergicka reakce musi se nasadit jina terapeuticka lécba.
V tomto piipadé se zanou podavat makrolidovda ATB, proti kterym si bakterie svymi

mechanismy zac¢inaji postupné vytvaret rezistenci.

V praktické casti jsem se sezndmila s metodikou provadéni stanoveni citlivosti
u streptokokdt a provedenim D-testu pro zjisténi MLSB rezistence. Déle byl tento typ
rezistence hodnocen z epidemiologického hlediska statisticky. Pro ziskani udaji
ke statistickému zpracovani jsem vyuzila laboratorni systém Ustavu mikrobiologie.
Soustfedila jsem se na ziskani dat u streptokokovych infekci u pacientli za obdobi
2019-2021. Ohled se nebral na veék, pohlavi ¢i oddé¢leni, které zajiStovalo odbér.

Zpracované udaje jsou piehledné zadany do grafti pomoci MS Office.
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11 POUZITY MATERIAL

11.1 Bakterialni kmeny

- Streptococcus dysgalactiae

- Streptococcus agalactiae

- Streptococcus pyogenes
11.2 Pouzité antibiotické disky a agarova pida

- Disk napustény 1 pg penicilinem (OXOID)

- Disk napustény 15 pg erytromycinem (OXOID)

- Disk napustény 2 pg klindamycinem (OXOID)

- Mueller-Hinton (MH) agar obohaceny o 5 % berani krve (Biomerieux)
11.3 Technické pomicky

Bakteriologické¢ klicky, fyziologicky roztok, lihovy kahan, denzitometr,

sterilni tampon, sterilizovana jehla, termostat, posuvné meétidlo.
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12 STANOVENI CITLIVOSTI K VYBRANYM ATB

Z testovanych kmenli byla nejdfive pfipravena suspenze o zakalu
0,5 dle McFarlandovy stupnice. Suspenze se pfipravila pomoci sterilni bakteriologické
klicky, kterou se nabral narostly kmen a resuspendoval se v 10 ml fyziologického roztoku.
Vznikla suspenze se rozetfela sterilnim tampénem na MH agar do vSech sméru,
aby byl naockovany cely povrch plotny. Poté byly na agarovou plidu aplikovany komeréné
dostupné antibiotické disky s penicilinem, klindamycinem a erytromycinem ve vzdalenosti
15 milimetrti od sebe pomoci sterilni jehly, jak znazorfiuje Obrazek 12. Petriho miska
s aplikovanymi antibiotickymi disky se polozila vickem dolti do termostatu, kde probihala
kultivace 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po inkubaci se odecetl pii dobrém zdroji svétla pomoci
posuvného meértidla, diky kterému byla stanovena inhibi¢ni zéna rustu, kterd se porovnala

s danymi breakpointy ptislusného antibiotika.

Obrazek 12: Diskova difuzni metoda pro detekci MLSB rezistence
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13 INTERPRETACE VYSLEDKU

V této kapitole jsou zahrnuty vysledky =z laboratorniho porovnani fenotypt

streptokokl a statistické zpracovani tfi druhi streptokokt za obdobi 2019-2021.

13.1 Priikaz fenotypového typu MLSB rezistence
Na Obrazku 13 je zobrazen kmen citlivy ke v§em testovanym ATB. Jedna se o citlivy
fenotyp. V tomto piipadé lze z testovanych ATB vyuzit k 1écbé infekce zplsobené

Streptococcus dysgalactiae klindamycin, erytromycin i penicilinové ATB.

Obrazek 13: S. dysgalactiae bez MLSB rezistence — citlivy k P, DA i CLI.

Legenda: P — penicilin, DA — klindamycin, E — erytromycin
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Na Obrazku 14 je zobrazen konstutivni typ MLSB rezistence u kmenu Streptococcus
agalactiae. Testovany kmen je proto rezistentni k erytromycinu i klindamycinu.

V tomto piipad¢ je mozné k terapii vyuzit pouze zde citlivy penicilin.

Obrazek 14: Konstitutivni typ MLSB rezistence u S. agalactiae

Legenda: P — penicilin, DA — klindamycin, E — erytromycin
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Obrazek 15 zobrazuje inducibilni typ MLSB rezistence u kmenu Streptococcus
pyogenes. Testovany kmen je rezistentni k erytromycinu. Ke klindamycinu vykazuje
indukovanou rezistenci. Pro terapii je znabidky mozné pouzit pouze penicilin.

Klindamycin lze vyuzit pouze v ptipad¢, Ze se nejednd o Zivot ohrozujici infekci a neni

mozna jina alternativa.

Obrazek 15: Inducibilni typ MLSB rezistence u S. pyogenes

Legenda: P — penicilin, DA — klindamycin, E — erytromycin
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13.2 Statistické zhodnoceni
Nasledujici tfi grafy (Graf 1-3) nam znédzoriiuji celkovy pocet vSech pacientd,
u kterych se vyskytoval bud’ konstitutivni nebo inducibilni typ MLSB rezistence za obdobi

2019-2021. Celkové pocty jsou shrnuty v tabulkéach, které ptislusi danému grafu pro lepsi
prehled.

Tabulka 2: Prehled celkovych poctii zachycenych kmenu u S. pyogenes vykazujicich

konstitutivni nebo inducibilni MLSB rezistenci

2019 2020 2021 Celkem
Celkovy pocet 38 20 15 73
Inducibilni 26 10 5 41
fenotyp
Konstitutivni 12 10 10 32
fenotyp

Graf 1: Grafické zpracovani poctii detekovanych kmenu S. pyogenes vykazujici konstitutivni

nebo inducibilni MLSB rezistenci

30
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| II .. .
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® Inducibilni = Konstitutivni

Mezi lety 2019-2021 byl pozorovan pokles rezistentnich kmenl S. pyogenes

k makrolidim a linkosamidim ve FN Plzen. V pfipad¢ inducibilniho fenotypu je kazdym

rokem pozorovan pokles az o polovinu. Konstitutivni fenotyp se pohybuje v priméru

10 pifipadd  ro¢né. Vroce 2019 bylo zcelkového poc¢tu zachycenych kment
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68 % inducibilnich fenotypti, 32 % bylo konstitutivniho fenotypu. Oproti tomu v roce

2020 byl vyrovnany pocet fenotypti. Rok 2021 pievazoval v konstitutivnim fenotypu

v poméru 2:1 k inducibilnimu fenotypu (Graf 1). Nejcastéjsim materidlem pro diagnostiku

byly vytéry z krku.

Tabulka 3: Prehled celkovych poctii zachycenych kmenit u S. dysgalactiae vykazujicich

konstitutivni nebo inducibilni MLSB rezistenci

2019 2020 2021 Celkem
Celkovy pocet 127 72 103 302
Inducibilni fenotyp 59 34 49 142
Konstitutivni fenotyp 68 38 54 160
Graf 2: Grafické zpracovani pocti detekovanych kmenit u S. dysgalactiae vykazujicich

konstitutivni nebo inducibilni MLSB rezistenci
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Jedinym rokem, kdy byl zaznamenan mirny pokles v konecném souctu zachytu
kment S. dysgalactiae rezistentnich na erytromycin a klindamycin. je rok 2020. To samé
plati pro konstitutivni fenotyp, ktery se dostal na 38 ptipadl za tento rok. Naopak nejvice
diagnostikovanych pacientti s indukovanym i konstitutivnim fenotypem byl zaznamenan
v roce 2019, ktery svymi 127 ptipady ptispél velkou mirou na celkovy pocet 302 za celé
zkoumané obdobi. Rok 2021 zcelkového poctu 103 ptipadi mél lehkou pievahu
konstitutivniho fenotypu (52 %), dalSich 48 % nélezelo inducibilnimu fenotypu (Graf 2).
Materialy pro diagnostiku S. dysgalactiae byly nejcastéji stéry, vytéry z krku ¢i viedi.

Tabulka 4: Prehled celkovych pocti zachycenych kmenit u S. agalactiae vykazujicich

konstitutivni nebo inducibilni MLSB rezistenci

2019 2020 2021 Celkem
Celkovy potet 543 489 501 1533
Inducibilni 89 69 50 208
fenotyp
Konstitutivni 454 420 451 1325
fenotyp

Graf 3: Grafické zpracovani poctit detekovanych kmenu u S. agalactiae vykazujicich

konstitutivni nebo inducibilni MLSB rezistenci
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V obdobi 2019-2021 bylo zachyceno celkem 1533 ptipadd zachytu S. agalactiae.
Z tohoto celkového poctu jich vétSina vykazovala konstitutivni typ rezistence k makrolidim
a linkosamidl. Vroce 2019, kdy byl nejvice zastoupen inducibilni fenotyp kmene
S. agalactiae a to v 16,4 % (n = 89) z celkového poctu. Zbylych 83,9 % (n = 543) bylo
konstitutivniho fenotypu. Nejnizsi zachyt byl v roce 2020, kdy bylo v kone¢ném souctu
0 54 ptipadi méné. U jednotlivych fenotypid se vyskytuje pokles z predchoziho roku
020 ptipadd. V roce 2021 nastal opét vzestup pfipadi az na celkovych 501.
Zachyt konstitutivniho fenotypu se podoba ¢isliim z roku 2019 a v piipadé€ inducibilniho

fenotypu je ze vSech tii let nejniz§i (n = 50). S. agalactiae byl nejcastéji detekovan

z materialii z pochvy, abscest ¢i vytéru z krku.
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14 DISKUZE

Cilem této prace bylo shrnout problematiku tykajici se bakteridlnich rezistenci,
které neustdle nartistaji. V praktické casti jsem se veénovala grampozitivnim bakteriim

(streptokokiim) rezistentnim k erytromycinu a klindamycinu (MLSB rezistence).

MLSB rezistence je v této dobé nejvice spokojovana s kmeny Staphylococcus spp.
nebo Streptococcus spp. Antibiotickd 1é€ba onemocnéni, kterd jsou zplisobena zminénymi

bakteriemi, je ztizena a je nutno zvazit alternativni postupy.

Druhym cilem prace bylo se seznamit s laboratorni diagnostikou MLSB rezistence.
Zde jsem postupovala dle navodu ptipravy rutinni diskové difuzni metody a provedla D-test
u testovanych kmenl Streptococcus spp. Prvnim testovanym kmenem byl
Streptococcus dysgalactiae bez MLSB rezistence, citlivy ke v§em testovanym antibiotiklim.
DalSim kmenem byl S. agalactiae vykazujici konstitutivni typ MLSB rezistence s rezistenci
k erytromycinu a klindamycinu. Lékem volby je tedy penicilin, na ktery byl kmen
Streptococcus agalactiae citlivy. Konstitutivni fenotyp byl laboratorné diagnostikovan

u kmene Streptococcus pyogenes. Zde je k 1é€bé mozné pouzit pouze penicilin.

V letech 2019-2021 bylo ve FN v Plzni vySetfeno celkem 1838 izolath kment
Streptococcus  spp., u nichz prevladal konstitutivni fenotyp MLSB rezistence.
Nejvice se vyskytujici bakterii, u které se vyskytla MLSB rezistence byl
Streptococcus agalactiae, ktery je ¢astou pric¢inou neonatalnich sepsi. Nejméné z celkového
poctu byl staticky zaznamenan kmen Streptococcus pyogenes, ktery je hlavnim zdrojem
infekci dychacich cest a u né&jz jako jediné grampozitivni bakterie prevladal inducibilni
fenotyp rezistence k makrolidovym antibiotikiim. Streptococcus dysgalactiae je zdrojem
akutnich infekci. Také u néj prevazoval konstitutivni fenotyp, ale ne v takovém méftitku jako
u S. pyogenes. Tento trend je podobny tomu celosvétovému, avsak celkové pocty
v Ceské republice i ve svété nejsou znamy. Neexistuje 7adna studie, kterd by se touto
problematikou zabyvala. Jsou dostupné pouze vyzkumy z jednotlivych zemi svéta.
Naptiklad studie z roku 2006 monitoruje MLSB rezistenci v Japonsku, kde bylo snahou
pomoci PCR odlisit geny erm u MRSA a MSSA. Pfevladal opét konstitutivni fenotyp MLSB

rezistence.
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15 ZAVER

V bakalaiské praci jsem shrnula mechanismy vedouci k ¢asté bakteridlni rezistenci
k antibiotikim. Dale jsem se zabyvala laboratorni diagnostikou citlivosti k ATB,
kterd neodmyslitelné patii k monitoraci lécby ATB a je dllezitou soucasti

mikrobiologickych laboratofi.

Dle vyro¢ni zpravy ECDC z bfezna 2022 byl zaznamenén pokles spotieby antibiotik
zejména beéhem koronavirové pandemie. Béhem let 2019-2020 klesla spotieba o témét 18 %.
I pfes tato prognostickda data jsou dale naduzivana Sirokospektra antibiotika a vznik

rezistence nadale dalezitym tématem.

Diky své bakalaiské praci si myslim, Ze antimikrobidlni 1éky 1 nadéle zlistavaji velmi
dilezitou soucasti bakterialni 1écby. Nicméné je vhodné ATB indikovat s opatrnosti
a rozvahou zejména u hospitalizovanych a imunokompromitovanych jedinct.
Za velmi dulezité pokladam Sifit osvétu o ATB v Siroké vefejnosti, aby tento celosvétovy

problém nebyl bran laickou vetejnosti na lehkou vahu.
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