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Viiv rezistence Pseudomonas aeruginosa
na antibioterapii

Milan KolaF, Miroslava Htoutou Sedlakova, Markéta Senkyfikova, Vojtéch Hanulik, Pavel Honig
Ustav mikrobiologie, LF UP a FN Olomouc

K velmi dalezitym bakterialnim patogeniim, predevsim v pfipadé nozokomialnich infekci, patii kmeny Pseudomonas aeruginosa. Frek-
vence tohoto species jako plivodce infekci, véetné zivot ohrozujicich, se zvysuje a soucasné stoupa jeho odolnost k ti¢inku antibiotické
Iécby. Cilem predlozené prace bylo stanoveni rezistence Pseudomonas aeruginosa k antibiotikiim a analyza souboru meropenem-re-
zistentnich izolatl. V obdobi od 1. 1. 2008 do 30. 6. 2013 bylo izolovano celkem 11 342 kmeni Pseudomonas aeruginosa z klinického
materialu pacientt hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici Olomouc a 1341 kment v pfipadé pacient(i Vojenské nemocnice Olomouc.
Rezistence k antimikrobialnim ptipravkim byla stanovena standardni dilu¢ni mikrometodou. U 57 meropenem-rezistentnich kmena
Pseudomonas aeruginosa byla stanovena produkce metalo-beta-laktamaz, serinovych karbapenemaz a AmpC enzymi fenotypovymi
i genotypovymi metodami. Byla prokazana stoupajici cetnost kmenl Pseudomonas aeruginosa rezistentnich k meropenemu a piperacilinu
s tazobaktamem. U fady izolati zGstala zachovana citlivost pouze ke kolistinu a amikacinu. Produkce metalo-beta-laktamaz a serinovych
karbapenemaz nebyla prokazana a rezistence k meropenemu je podminéna predevsim produkci AmpC a ztratou sténovych porinQ.
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Effect of Pseudomonas aeruginosa resistance on antibiotic therapy

Pseudomonas aeruginosa strains are among very important bacterial pathogens, particularly in the case of nosocomial infections. The fre-
quency of this species as a causative agent of infections, including life-threatening ones, is increasing, and so is its resistance to the effect
of antibiotic therapy. The aim of the present paper was to determine the resistance of Pseudomonas aeruginosa to antibiotics and to analy-
ze the group of meropenem-resistant isolates. In the period from 1 January 2008 to 30 June 2013, a total of 11,342 strains of Pseudomonas
aeruginosa were isolated from the clinical material of patients hospitalized in the Olomouc University Hospital and another 1,341 strains
were isolated in the case of patients from the Olomouc Military Hospital. Resistance to antimicrobial agents was assessed using the standard
dilution micromethod. In 57 meropenem-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa, the production of metallo-beta-lactamases, serine
carbapenemases, and AmpC enzymes was determined by means of both phenotype and genotype methods. An increasing frequency of
Pseudomonas aeruginosa strains resistant to meropenem and piperacillin with tazobactam was demonstrated. In a number of isolates,
sensitivity only to colistin and amikacin remained preserved. The production of metallo-beta-lactamases and serin carbapenemases was
not confirmed, and resistance to meropenem is particularly related to the production of AmpC and the loss of the cell wall porins.
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Uvod

BakteridIni infekce patif k vyznamnym fak-
torim ovliviujicim morbiditu a mortalitu, pfe-
deviim u pacientd hospitalizovanych na jednot-
kdch intenzivni péce (JIP). Nezbytnou soucasti
|é¢by je aplikace antibiotik, jejichz Ucinek je viak
limitovan stoupajici odolnosti bakteridinich pa-
togend. Ddlezitym faktorem ovliviujicim stra-
tegii antibioterapie je dale ménici se zastoupent
jednotlivych bakteridlnich druh( u fady infekci.
Napifklad u komplikujicich infekci pacientd s he-
matologickymi malignitami do neddvné doby
prevazovaly grampozitivni bakterie, v posled-
nich letech v3ak stoupa vyznam gramnegativ-
nich bakterif (1, 2). Kolaf et al. v multicentrické
studii zahrnujici 12 hematoonkologickych center
Ceské a Slovenské republiky dokumentuji vy-
znam gramnegativnich bakterif, které v pfipadé
primarné sterilnich klinickych materidld (krey,
sputum, moc) predstavuji vice jak 50% izolatd,

pficemz k dominujicim bakteriim patff i kmeny
Pseudomonas aeruginosa (3). Studie EPIC Il uvadi,
Ze u vice jak poloviny pacientl na JIP byla pro-
kdzéna infekce. Vétsina téchto infekci (62 %) byla
vyvoldna gramnegativnimi bakteriemi, pficemz
k nejcastéjsim plvodclm patfily enterobakterie
a kmeny Pseudomonas aeruginosa, které ¢asto
vykazovaly multirezistenci ke stavajicim antimi-
krobidInim lécivim (4).

Dulezitym faktorem v iteni bakteridIni re-
zistence je selekeni tlak latek s antimikrobidlnf
uc¢innosti. Nasledkem masivniho pouzivani 3i-
rokospektrych penicilinC a cefalosporint do-
chdzi k vyraznému nardstu bakteridIni odolnosti
k jejich Ucinku. Nejdllezitéjsim mechanizmem
rezistence je produkce sirokospektrych beta-
-laktamaz typu ESBL a AmpC (5). Vzhledem
k jejich masivnimu rozsifeni u enterobakterif
zpUsobuijicich infekce, prfedevsim u pacient(
na JIP, se zvysuje spotieba karbapenem( stéle

dobfe Uc¢innych na bakterie produkujici uvedené
enzymy. Negativnim dopadem zvy3ujici se ap-
likace karbapenem je vsak nardst rezistence
nékterych bakteridlnich patogent, naptiklad
Pseudomonas aeruginosa (6).

Je nutné zdlraznit, Ze druh Pseudomonas
aeruginosa patff k nejddlezitéjsim bakteridlnim
pavodcdm nozokomidlnich infekci. Napfiklad
Hanulik et al. za nejcastéjsi etiologickd agens no-
zokomiélnich pneumonii ve Fakultni nemocnici
Olomouc (FNOL) ur¢ili enterobakterie a kmeny
Pseudomonas aeruginosa, které tvofily 75 % vsech
puvodcl (7). Kmeny Pseudomonas aeruginosa
se vyznacuji vysokou rezistenci k antibiotikiim
a frekvence multirezistentnich izolatl tohoto
species se neustéle zvysuje. Tato skute¢nost
ma dulezity klinicky dopad ve stoupajici mor-
bidité a mortalité pseudomondadovych infekcf.
Témeér 90% mortalita byla popsana u pacien-
td s téZce probihajici pneumonii zplsobenou
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Schéma 1. CD test k prikazu serinovych karba-
penemaz tfidy A
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Schéma 2. Modifikovany DDST pro detekci
metalo-beta-laktaméz
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Schéma 3. Modifikovany AmpC test pro detekci
AmpC beta-laktamaz
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Pseudomonas aeruginosa (8). Micek et al. uvadéji,
Ze mortalita u pacientl s neadekvatnf antibiotic-
kou lé¢bou infekci krevniho fecisté vyvolanymi
kmeny Pseudomonas aeruginosa byla vy33i (319%)
v porovnani s pacienty, u nichz antibioterapie
byla adekvétni, resp. Ucinna (18%) (9). V praci
Tumbarella et al.,, zaméfené na preziti pacientd
s pseudomonadovou pneumonif na JIP, bylo
potvrzeno, Ze inadekvatniinicidlnf antibioterapie

vedla k signifikantnimu prodlouzeni hospitaliza-
ce, délky umélé plicni ventilace a soucasné k vys-
s mortalité (10). Rovnéz Giamarellos-Bourboulis
et al. prokazali, ze infekce multirezistentnimi
kmeny Pseudomonas aeruginosa byly dopro-
vazeny vyssi mortalitou nez v pfipadé infekcf
zpUsobenych citlivymi izolaty (11).

Antibiotické lé¢ba nozokomidlnich infekcf,
vcetné pseudomonddovych, musi byt zahdjena
ihned po stanoveni diagnézy. Zakladnim zdro-
jem pro adekvétni volbu antibiotik je kvalifikova-
ny pfedpoklad dostatec¢né aktivity na nejcastéjsf
bakteridIni plivodce podminény lokalnimi zdroji
informaci, predevsim frekvenci bakteridlnich pato-
gend a Urovn( jejich rezistence k antibiotiklim (12).

Cilem predlozené prace bylo stanoveni
rezistence Pseudomonas aeruginosa k antibioti-
klim se zamérenim na rezistenci ke karbapene-
mUm a definovani moznostf antibiotické 1écby
pseudomonadovych infekct.

Metodika

V obdobf od 1. 1. 2008 do 30. 6. 2013 byly
z klinického materidlu (trachealni endosekret,
bronchoalveolarni lavaz, sputum, krev, moc¢,
hnis, punktat, sekret z rdny, hemokultura) pa-
cientl hospitalizovanych ve FNOL a Vojenské
nemocnici Olomouc (VNOL) izolovany kmeny
Pseudomonas aeruginosa.

Kazdy izolat byl identifikovan standardnimi
mikrobiologickymi postupy, véetné vyuziti systé-
mu MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics). Vybér
kmend byl realizovan tak, ze od jednoho pacienta
byl zafazen vzdy jen jeden kmen Pseudomonas
aeruginosa, ktery byl izolovan jako prvni.

Rezistence k antimikrobidlnim pfipravkam
byla stanovena standardni dilu¢ni mikrometo-
dou podle kritéril EUCAST (13). Referen¢ni kmeny
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35218 a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
slouzily k protokolované kontrole kvality.

U kmen Pseudomonas aeruginosa s mini-
malniinhibi¢ni koncentraci meropenemu presa-
hujici 2 mg/|, izolovanych v prabéhu tff mésicd
(od 1. 11. 2012 do 31. 1. 2013), byla provedena
analyza na prikaz metalo-beta-laktamaz, serino-
vych karbapenemdz, AmpC enzym( a stanove-
na jejich klinickd vyznamnost. K fenotypovému
prikazu produkce karbapenemaz byl pouzit
modifikovany Hodgeho test, CD test (schéma 1)
pro detekci serinovych karbapeneméza mDDST
k prikazu metalo-beta-laktamaz (schéma 2)
za pouzitl EDTA (14, 15). K prikazu AmpC byl
pouzit modifikovany AmpC test (schéma 3) (16).

K detekci genl kédujicich produkci meta-
lo-beta-laktamdz a serinovych karbapenemaz
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byla pouzita polymerdzova fetézova reakce. Byla
zvolena sada specifickych oligonukleotidovych
primerd kédujicich nejcastéji se vyskytujici seri-
nové karbapenemazy patfici do tfidy A (NMC,
SME, IMI, KPC a GES typy), tiidy D (OXA-23
a OXA-48) a metalo-beta-laktamazy (IMP, VIM,
SIM typy) (17-25). Jako pozitivni kontrola byl
pouzit kmen se zndmym zastoupenim karba-
penemaz (produkujici KPG2 enzym) poskytnuty
Ing. J. Hrabdkem, Ph.D,, z Ustavu mikrobiologie
Lékarské fakulty UK v Plzni.

Vysledky

V uvedeném obdobi bylo izolovano cel-
kem 11342 kmen0 Pseudomonas aeruginosa
z klinického materidlu pacientd hospitalizova-
nych ve FNOL a 1341 kmenU v pffpadé pacien-
td VNOL. Tabulky 1 a 2 dokumentuji rezistenci
k antimikrobidlnim pfipravkdm.

Z vysledkd je zfejmé, Ze prevalence kment
rezistentnich k beta-laktamovym antibiotikim
ve FNOL se v roce 2013 pohybuje v rozme-
zi od 28 % (ceftazidim) do 43% (meropenem),
ve VNOL jsou tyto hodnoty jeSté vy3si (38 %, 56 %).
Nemeéné znepokojujici je rezistence k dal$im anti-
mikrobidlnim pfipravkdm, v pfipadé ciprofloxaci-
nu459% ve FNOL a 57 % ve VNOL; u gentamicinu
339% v obou zdravotnickych zafizenich.

Dalsim alarmujicim faktem je vzrastajici trend
rezistence, ktery je patrny zejména u meropene-
mu (ve FNOL z30% v roce 2008 na 43% v roce
2013, ve VNOL ze 46 na 56 %) a piperacilinu s ta-
zobaktamem (z 6 na 37 %, resp. ze 7 na 46 %).
Dobrou citlivost si kmeny Pseudomonas aerugi-
nosa zachovévaji pouze k amikacinu a kolistinu
(5%, resp. 0% v obou sledovanych nemocnicich
v prvni poloviné roku 2013).

V uvedeném tiimési¢nim obdobf bylo iden-
tifikovano celkem 57 meropenem-rezistentnich
kmenU Pseudomonas aeruginosa od pacientd
hospitalizovanych ve FNOL a VNOL. Produkce
metalo-beta-laktamaz a serinovych karbape-
nemaz nebyla prokazana a rezistence k mero-
penemu byla podminéna predevsim produkci
AmpC a ztrdtou sténovych porind.

Meropenem-rezistentni kmeny byly nej-
Castéji izolovéany z endosekretu (30%) a moci
(20%). V 32 ptipadech (56 %) se jednalo o paci-
enty s pneumoniemi, u 8 pacientl (14 %) byla
diagnostikovana uroinfekce, u 3 (5%) infekce
v misté opera¢niho vykonu, jind diagnéza byla
stanovena u 14 (25%) nemocnych.

Diskuze
Nezbytnym pfedpokladem pro stanoveni
zakladnich schémat antibiotické Ié¢by nozoko-
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Tabulka 1. Rezistence Pseudomonas aeruginosa k antimikrobialnim pfipravkim ve FNOL (v procentech)

Antibiotikum Rok (celkovy pocet testovanych kmenii)

2008 2009 2010 2011 2012 2013

(2070) (2055) (1892) (1852) (2224) (1249)
meropenem 30 30 30 40 37 43
ceftazidim 21 23 23 20 16 28
piperacilin/tazobaktam 6 8 9 24 25 37
gentamicin 26 23 25 25 22 33
amikacin 6 4 1 5 4 5
ciprofloxacin 37 34 37 36 36 45
kolistin 3 3 0 0 0 0

Tabulka 2. Rezistence Pseudomonas aeruginosa k antimikrobidInim pfipravkdm ve VNOL (v procentech)

Antibiotikum Rok (celkovy pocet testovanych kmenii)
2008 (256) 2009 (286) 2010(226) 2011 (227) 2012(208) 2013 (138)

meropenem 46 55 47 59 61 56
ceftazidim 34 39 37 29 28 38
piperacilin/tazobaktam 7 10 " 33 33 46
gentamicin 37 32 40 24 24 33
amikacin 7 4 2 4 4 5
ciprofloxacin 59 51 50 59 48 57
kolistin 4 8 0 0 0 0

Tabulka 3. Inicidlni antibiotickd lé¢ba predpoklddanych pseudomonédovych infekci

inicialni antibioticka Ié¢ba

imipenem + gentamicin

meropenem + gentamicin
piperacilin/tazobaktam + gentamicin
ceftazidim + gentamicin

klinické a laboratorni markery infekce jsou zlep-
seny v pribéhu 72 hodin po zahdjenf inicidIni
antibioterapie

patogen nezjistén:
antimikrobidIni pfipravky ponechat beze zmény
patogen zjistén:

antimikrobialni pfipravky aplikovat cilené dle citlivosti
(deeskala¢ni antibioticka lé¢ba)

klinické a laboratorni markery infekce bez odpové-  konzultovat prislusné Antibiotické stredisko

dido 72 hodin od pocatku inicidlni antibioterapie

midlnich infekci jsou Udaje o nejcastéjsich bak-
teridlnich patogenech a jejich rezistenci k anti-
biotikdm, vcetné jejiho vyvoje (12). V soucasné
dobé je zfejmé, Ze antibiotickd lé¢ba v intenzivni
péci musi byt zahdjena co nejdrive, napfiklad
v pfipadé sepsi do 1 hodiny (26). V tak kratkém
Casovém intervalu po stanoveni diagnozy bakte-
ridlnfinfekce vsak ve vétsiné piipadd neni mozné
presné urcit etiologické agens a jeho citlivost
k antibiotikdim. Na druhé strané vsak nasazenf
adekvatni antibiotické 1é¢by muize vyznamné
prispét k preziti pacienta a je tedy nutné zajistit co
nejvyssi pravdépodobnost Ucinku antibioterapie.

Z nasich vysledkd vyplyva stoupajici ¢etnost
kmend Pseudomonas aeruginosa rezistentnich
k meropenemu a piperacilinu s tazobaktamem.
NarUstajici spotieba karbapenem a antimikro-
bidlntho pfipravku piperacilin/tazobaktam
pravdépodobné podminuje vzestup odolnosti
Pseudomonas aeruginosa k jejich Uc¢inku (27). U in-
fekci vyvolanych témito kmeny se pak markantné

zuzujf terapeutické moznosti a jedinou volbou
Casto zUstavajl pouze kolistin a amikacin. Tato
skute¢nost predstavuje u fady pacient(l vyznam-
nou limitaci antibiotické 1é¢by z dlvodu farma-
kokinetickych vlastnosti uvedenych antibiotik
a jejich toxicity.

P¥i pohledu na rezistenci Pseudomonas ae-
ruginosa je ztejmé, Ze v ptipadé predpokladu
etiologické role tohoto species je vhodné apli-
kovat terapii zaloZenou na kombinaci vhodného
beta-laktamového antibiotika (meropenemu,
imipenemu, piperacilin/tazobaktamu, ceftazi-
dimu) s gentamicinem. Samozfejmé po urceni
etiologického agens a event. potvrzeni citlivosti
je velmi vhodné aplikovat deeskalacni princip,
napfiklad vysazeni gentamicinu a ponechdnf
beta-laktamového antibiotika. Moznosti anti-
biotické lé¢by pfipadnych pseudomonéadovych
infekcf jsou uvedeny v tabulce 3.

Zvysujici se Cetnost meropenem-rezistent-
nich kmenl Pseudomonas aeruginosa je velmi
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znepokojivym faktem, ktery vyzaduje realizaci
vSech opatfeni s cilem omezit tuto rezistenci.
MozZnym feSenim, mimo raciondlni antibiotic-
kou politiku, je aplikace ertapenemu v pfipadé
etiologické role enterobakterie s produkcf Siro-
kospektrych beta-laktamaz typu ESBL a AmpC,
protoZe Ize predpokladat nizsf selekénf tlak
na vyvoj rezistence k imipenemu a merope-
nemu (27).
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