Multirezistentni bakterie animalni provenience
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Uvod

Zpravy o multirezistentnich bakteriich se objevuji stale castéji v mnoha rdznych zemich po celém svété.
Kvali rezistenci téchto bakterii skoro ke vsem antibiotikiim jsou Ié¢ebné postupy skuteéné znacné omezeny.
K terapii infekci vyvolanych témito multirezistentnimi kmeny Ize pouZit jen tzv. zalozni antibiotika, mezi néz
patfi napf. karbapenemy. Proto jsme se v nasi studii zabyvali pravé vyskytem gramnegativnich bakterii re-
zistentnich ke karbapenemim v animalni oblasti, ktery mlZe mit v budoucnu zdvazny dopad na lidskou
populaci.

ees

Rezistentni bakterie jsou takové, které preziji vystaveni ucinku prislusného antibiotika. V pripadé multire-
zistentnich bakterii mluvime o odolnosti vici plisobeni 3 a vice druh( antibiotik, v mnoha pripadech mize
byt ucinné pouze jedno ¢i dvé antibiotika, vyjimkou nejsou ani panrezistentni kmeny bakterii, odolné vici

vsem testovanym antibiotikiim.

Antibiotika jsou latky schopné usmrtit nebo asponi inhibovat rlist a mnoZeni mikroorganismu v davkach,
které zaroven neposkozuji makroorganismus (Votava, 2005). Antibiotika jsou vyrabéna jako semi-syntetické
¢i syntetické latky odvozené od plivodnich produktd mikroorganismd nebo hub. Chemické latky vyrabéné
Cisté chemickou cestou bez pfirodniho plavodu jsou nazyvany chemoterapeutika. Antimikrobidlni latky se
dale déli podle typu ucinku na baktericidni a bakteriostatické. Baktericidni antimikrobni latky usmrcuji mik-
roorganismy, funguji rychle a jejich plisobeni je irreverzibilni. Baktericidni latky se proto pouzivaji pti zavaz-
nych klinickych stavech a snizené obranyschopnosti pacienta. Bakteriostatické latky ovliviiuji mikroorga-

nismy reverzibilni inhibici rlstu a mnoZeni (Votava, 2005).

U bakterii rozliSujeme dva zakladni typy rezistence (Votava, 2005). Prvnim typem je rezistence primarni
neboli pfirozena. Jedna se o geneticky podminénou necitlivost nebo sniZzenou citlivost druhu vici urcitému
antibiotiku. Druhym typem je rezistence sekundarni neboli ziskand. Ta vznikd, mimo jiné, jako nasledek
antimikrobialni |é¢by. MiZe byt vysledkem mutace chromozomu nebo je ziskana horizontalnim prenosem

cizorodé DNA v podobé plazmid( a dalSich mobilnich element.
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konkrétné metalo-beta-laktamdz (MBL) a serinovych karbapenemdz. Tyto enzymy hydrolyzuji amidovou
vazbu Ctyr-clenného B-laktamového kruhu (Hrabak 2012). Serinové karbapenemazy jsou enzymy destruujici
vSechna beta-laktamova antibiotika, jsou inhibovany kyselinou 3-aminofenylboritou (3-APB), slabé také

kyselinou klavulanovou. MBL hydrolyzuji beta-laktamy s vyjimkou monobaktam{, jejich inhibitorem je ED-



TA. Tyto inhibitory se s vyhodou pouzivaji ve fenotypové detekci téchto enzym(. Castym producentem vyse

zminénych enzymd, zejména serinovych karbapenemadz, jsou bakterie rodu Acinetobacter.

Rod Acinetobacter se fadi mezi medicinsky vyznamné gramnegativni nefermentujici aerobni tycinky, nepo-
hyblivé, zndmé svoji vysokou rezistenci. Nejznamé;jsSim zdstupcem tohoto rodu je druh Acinetobacter bau-
manii (komplex A.baumanii/A. calcoaceticus), dal$imi relativné ¢astymi druhy jsou A. Iwofii a A. schindleri.
Jedna se o oportunni patogeny bézné se vyskytujici v pfirodé, u ¢lovéka na kiZi a sliznicich, mohou ale zpU-
sobovat napf. uroinfekce, pneumonie, nékdy i Zivot ohroZujici sepse. Zvlasté tyto kmeny jsou typické svoji
multirezistenci, na niz se mlze pravé podilet i produkce karbapenemaz. Lécba infekci vyvolanych témito

bakteriemi je pak velmi obtizna.

Z uvedeného vyse je zfejmé, Ze spravna identifikace produkce karbapenemaz je velmi dilezitym dkolem pro
mikrobiologické laboratore. Toto je velmi obtizné, protoze laboratorni identifikace neni v mnoha ptipadech
presna. Pfi detekci vychazime ze stanoveni citlivosti vic¢i imipenemu, meropenemu nebo ertapenemu (fe-
notypové metody), ale neplati, Ze by rezistence k antibiotiku znamenala produkci karbapenemdz. Rezisten-
ce ke karbapenemim muze byt zplsobena i jinymi mechanismy, a stejné tak produkce karbapenemaz muze

vykazovat falesnou citlivost (Htoutou Sedlakova, 2014).

Urceni citlivosti ke karbapenemim je mozné stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pomoci
diluéni mikrometody a E-testu. EUCAST definuje rezistentni enterobakterie jako kmeny s hodnotou MIC >

2mg/| pro meropenem a imipenem a MIC > 0,5 mg/| pro ertapenem.

Pro detekci serinovych karbapenemaz se vyuziva diskovy test (CD test), pouzivajici disky imipenemu, imipe-
nemu s 3-APB, meropenemu a meropenemu s 3-APB. V pfipadé produkce serinovych karbapenemdz do-
chazi k rozsiteni inhibicni zény (I1Z) kolem disku karbapenemu s 3-APB o vice nez 4 mm ve srovnani s IZ ko-

lem disku s karbapenemem samotnym (Pasteran, 2009).

Detekce MBL je zaloZena na stejném principu inhibice enzymU jako prikaz ostatnich Sirokospektrych beta-
laktamaz, ale jako inhibitor se pouziva EDTA. Modifikovany DDST k prikazu MBL za pouZiti centralniho disku
EDTA a kombinace disk(l imipenemu, imipenemu s EDTA, meropenemu a meropenemu s EDTA je specific-
kou metodou pro jejich detekci (Hrabak, 2007). Jako pozitivni vysledek je povazovano rozsiteni 1Z kolem
disku s inhibitorem o minimalné 5 mm ve srovnani s IZ kolem disku se samotnym karbapenemem nebo

deformace IZ rozsifenim ¢i projasnénim ve sméru centralnimu disku s EDTA.

Pro soucasnou detekci produkce serinovych karbapenemaz a MBL slouZzi kombinovany test, ktery vyuziva
kombinace diskli meropenemu, meropenemu s 3-APB, meropenemu s EDTA a meropenemu s 3-APB a ED-

TA. Pozitivni vysledek je dan rozsitenim 1Z kolem disku s 3-APB nebo EDTA o nejméné 5 mm.

Cilem prace bylo zjisténi, zda se ve veterinarni oblasti vyskytuji kmeny rezistentni ke karbapenemm a zda
tyto kmeny produkuji nékteré z vyse zminénych enzymu, coZ predstavuje potencionalni zdroj pro Sifeni

v lidské populaci.



Material a metody

0d 1.11.2014 do 25.3.2015 bylo odebrano a vysetfeno 450 vzork( z chovnych hal nachazejicich se na Mora-
vé. Jednalo se prevazné o vzorky drlibeZe (Gallus gallus) a prasat. Vzorky byly v laboratoti zpracovany, zality
peptonovou vodou (Trios), protfepany a inkubovény 24 hodin aerobné pfi 37 °C. Nasledné byla peptonové
voda vyoc¢kovana na pldy BRILLIANCE™ CRE medium (Oxoid), které byly inkubovany 24 hodin aerobné p¥i
37 °C. Suspektni izolaty byly identifikovdny metodou MALDI TOF MS (Bruker) a jejich citlivost k antibiotikdim
byla stanovena dilu¢ni mikrometodou podle kriterii EUCAST. U izolatu s MIC meropenemu >2mg/I byla citli-
vost potvrzena pomoci E-testu, soucasné u nich byly provedeny fenotypové testy pro priikaz karbapenemaz
a metalo-beta-laktamaz, které byly popsany v Uvodu textu. Fenotypové pozitivni izolaty byly podrobeny

molekularné genetické analyze k detekci pfislusnych genu.

Obr. 1 CD test Obr. 2 MBL test

ZDROJ: Ustav mikrobiologie LF UP, vyfoceno 9.4.2015

Obr. 3 kombinovany test
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Vysledky

Z celkového poctu 450 vzorkd bylo izolovano 33 acinetobater(, pficemz u 2 kmenu Acinetobacter sp. (1

kmen Acinetobacter Iwofii a 1 kmen Acinetobacter schindleri) byla potvrzena produkce serinovych karbape-

nemaz typu OXA. Pfi porovnani s jiz popsanymi OXA enzymy ve svétové literatufe vSak nedoslo ke stopro-

centni kompatibilité a tak je mozné, Ze izolované enzymy jsou nové popsanymi karbapenemazami.

Zavér

V nasi praci jsme popsali dva acinetobaktery animalni provenience se zcela novym genotypem. Tyto mohou

predstavovat velké riziko i pro lidskou populaci z divodu jejich rychlého prenosu a multirezistence

k antimikrobnim pripravkim.
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