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A. Klinické vzorky pro vySetfeni citlivosti

e Citlivost k antibiotikiim (véetné prikazu indukované rezistence ke klindamycinu) se vySetfuje pouze
u izolatt Staphylococcus spp. izolovanych z relevantnich vzorki, odebranych v souvislosti s klinicky
manifestn{ infekci, pfipadné u kmentit MRSA, izolovanych z vytérd od nosict.

¢ Nevysetfeni indukované rezistence ke klindamycinu u kment stafylokokti mize byt pfi¢inou selhan{
klindamycinu v 1é¢bé /1 /.

B. Rezistence ke skupiné antibiotik MLS /1/

¢ Antibiotika ze skupiny MLS, ke kterym patii 14- a 16-Clenné makrolidy, 15-Clenny azalid
azitromycin, linkosamidy linkomycin a klindamycin, a streptograminy skupiny B, maji stejny nebo
velmi podobny mechanizmus tc¢inku na grampozitivni koky.

* Rezistence k antibiotikiim skupiny MLS; miiZe byt zpiisobena rliznymi mechanizmy. Nejcastéji je
fizena geny erm (u stafylokokd jsou to geny ermA, ermB a ermC). Tyto geny determinuji produkci
ribozomalni metyldzy (erythromycin ribosomal methylase), kterd modifikuje cilové misto ti¢inku
vSech antibiotik skupiny MLSy na ribozomu methylaci 23S rRNA.

e Geny msrA, které u stafylokokd fid{ eflux makrolidi a azalidd z buriky, se jako pfi¢ina rezistence
uplatriuji méné ¢asto. U kmenu s timto typem rezistence je G¢inek klindamycinu zachovan.

e Geny erm i msr jsou schopny rychle se §ifit horizontdlng, prostfednictvim transpozont, nebo
vertikalné, jako klony rezistentnich kmeni.

¢ Bodové mutace, v genech kédujicich ribozomadlni proteiny, se na chromozomu stafylokok jako
pricina rezistence vyskytuji vzacné. Mohou byt napiiklad pfi¢inou samostatné rezistence kmene k
linkosamidiim pfi zachovdnf citlivosti k ostatnim antibiotikim skupiny MLS,.

C. Fenotyp rezistence k antibiotikiim MLS; /1/

* Fenotypova exprese rezistence stafylokokii k antibiotikim skupiny MLS zdvisi na tom, zda je
rezistence zpuisobena metyldzou syntetizovanou konstitutivné (gen ermB) nebo indukované (geny
ermA a erm C), nebo zda je zplsobena efluxem (geny msrA).

¢ Konstitutivni fenotyp (cMLS): je snadno rozpoznatelny, nebof inhibi¢ni z6ny (IZ) nebo
minimdln{ inhibi¢ni koncentrace (MIC) erytromycinu a klindamycinu jsou v kategorii
rezistence.

¢ Indukovany fenotyp (iMLS): IZ nebo MIC erytromycinu jsou v kategorii rezistence, MIC
klindamycinu (a obvykle i IZ) jsou v citlivé kategorii. K odhalen{ indukované rezistence ke
klindamycinu lze pouZit naptiklad diskovou difuzni metodu s pfedepsanym uspordddnim
disku, tzv. D-test, (viz déle).
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¢ M fenotyp (eflux): IZ nebo MIC erytromycinu jsou v kategorii rezistence, IZ nebo MIC
klindamycinu jsou v kategorii citlivosti.
e Burika stafylokoka miiZe obsahovat kombinaci riznych gent, inaktivujicich antibiotika skupiny
MLS,, a fenotyp rezistence se miize projevit nejednoznacné (napf. ristem kolonif uvniti IZ v
rozdilné kvantité).

D. Prikaz indukované rezistence (D - test) /2/

¢ Indukovanou rezistenci nelze prokazat vysetienim MIC, nebof distribuce MIC klindamycinu u
kmenii citlivych k antibiotikiim skupiny MLS; a kmenii s iMLS je téméi identicka..

¢ Klindamycin je $patny induktor ribozomalni metyldzy, erytromycin vSak produkci tohoto enzymu
indukuje. K vySetreni indukované rezistence lze proto pouZit rutinni diskovou difuzni metodu za
predpokladu, Ze disk s klindamycinem je umistén v sousedstvi disku s erytromycinem.

e Vzdélenost mezi okraji diskll erytromycinu a klindamycinu u stafylokokti musi byt v rozmezi 12-20
mm. Pfi dodrzeni této podminky lze k vySetfeni pouZit dispenzor diski.

Tabulka 1. Podminky pro vySetfeni fenotypu rezistence stafylokoki k antibiotikim MLS /2,3/.

Puda Mueller Hinton agar (MH)
Objem inokula 2 - 5 ml ve fyziologickém roztoku
Priprava inokula IPfima metoda roztérem kolonii z kultury vyrostlé MH agaru pies noc
Koncentrace inokula 0,5 dle McFarlandova zakalu
Disky Erytromycin (obsah 15 ug), klindamycin (obsah 2 ug)
Usporadani disku [Vzdilenost 12-20 mm mezi okraji disku s erytromycinem a klindamycinem
Inkubace 35°C+/- 1°C v normdlni atmosfére po 18+/-2 h
s s Primér inhibi¢ni zony od okraji nevykazujicich rist se méfi v odrazeném svétle
Odecitani P .- s 2 h .
na spodni stran¢ misky, umisténé na tmavém pozadi
Kontrolni kmen S. aureus ATCC 29213*

Kopie S. aureus ATCC 29213 v &eskych sbirkdch kment: S. aureus CNCTC 5480, S. aureus CCM 4223,

E. Hodnoceni vysledku

e Zméfi se prumér inhibi¢ni zény (IZ) od jejiho okraje se zfetelnou inhibici ristu.

¢ Priméry IZ kontrolntho kmene musi byt v rozmezi uvedeném v tabulce 2.

¢ Vysetfovany kmen je k antibiotikiim rezistentni, vytvafi-li IZ o priméru mensim, neZ je hrani¢ni
primér IZ pro citlivé kmeny v tabulce 2.

¢ Vytvoreni deformované 1Z ve tvaru pismene D (D z6ny) kolem klindamycinu v oblasti sousedici s
diskem erytromycinu svéd¢i o indukované rezistenci k antibiotikiim MLS

¢ Vytvoteni deformované 1Z, uvnit# které rostou kolonie (D* zéna), mdzZe byt zptisobena piitomnosti
riiznych genti MLS rezistence
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¢ Tabulka 3 obsahuje fenotypy rezistence stafylokokil k antibiotikim skupiny MLS,, , odvozené podle
pruméru a charakteru inhibi¢nich z6n kolem erytromycinu a klindamycinu.

Tabulka 2. Hrani¢ni priméry inhibi¢nich z6n (IZ) pro citlivé kmeny stafylokoku a piipustné rozmezi
inhibi¢nich z6n kontrolniho kmene S. aureus ATCC 29213%*,

Antibiotikum [Obsah disku

[Hraniéni prumeéry IZ [P¥ipustné rozmezi IZ

ro citlivé kmeny /3/ |S. aureus ATCC 29213*/4/

[Erythromycin (ERY) 15ug

>=21 mm 23 - 29 mm

Klindamycin (CLI) 2 ug

>= 22 mm 23 - 29 mm

* Kopie S. aureus ATCC 29213 v Ceskych sbirkdch kmenti: S. aureus CNCTC 5480, S. aureus CCM 4223;

1Z: inhibiéni zéna.

Tabulka 3. Fenotyp rezistence stafylokokii k antibiotikiim skupiny MLSy a hodnoceni podle vysledki

diskové metody.

primeéru nez je limit pro citlivé
kmeny*

Fenotyp Charakter inhibic¢ni zony Obrazek
lkmen kolem diski s ERY a CLI
ciye - vytvaii IZ shodné, nebo o vétsim
citlivy

cMLS (konstitutivni rezistence)

|kmen kolem diskd s ERY a CLI

pruméru nez je limit pro citlivé
kmeny*

nevytvaii IZ zadné, nebo o menSim |

iMLS (indukovana rezistence)

lkmen vytvéii deformovanou IZ (D
z6nu) kolem disku s CLI v oblasti,
sousedici s diskem s ERY, kolem
n¢jZ nevytvaii IZ zddné, nebo o
mensim pruméru nez je limit pro
citlivé kmeny*

M (eflux)

lkmen kolem disku s ERY vytvaii
[Z mensi neZ je limit pro citlivé
|kmeny v tabulce 2, IZ kolem disku
s CLI neni deformovana a ma
pramér

stejny nebo vétsi neZ je limit pro
citlivé kmeny*




1Z - inhibi¢ni zéna; ERY - erytromycin, CLI - klindamycin
legenda k obrazktm: a) erytromycin (15ug), b) klindamycin (2ug)

* viz tabulka 2

Tabulka 4. Interpretace vysledku /3/.

Fenotyp |Interpretace

citlivy Kmen je citlivy k erytromycinu* i ke klindamycinu

cMLS (konstitutivni rezistence) |Kmen je rezistentni k erytromycinu* i klindamycinu

Kmen je rezistentni k erytromycinu* i klindamycinu; kratkodobé

iMLS (indukovana rezistence) ouziti klindamycinu, viz sdélovani vysledki

M (eflux) Kmen je rezistentni k erytromycinu* a citlivy ke klindamycinu

* a k dal$im antibiotikiim skupiny MLS,

F. Sdélovani vysledku

¢ Klindamycin je alternativa oxacilinu u nékterych infekci, zptisobenych citlivymi kmeny stafylokokd,
zejména u osob precitlivélych k penicilinu.

¢ U infekef klize a mékkych tkani, zpisobenych komunitnimi kmeny MRSA (kmeny S. aureus
rezistentnimi k oxacilinu a citlivymi k vétSiné dalSich antibiotik), je klindamycin (vedle
kotrimoxazolu) jednou z prioritnich terapeutickych alternativ.

e Interpretace testi pro sdélovani vysledk je v tabulce 4.

¢ Pii nezbytnosti 1ze pro kratkodobou lé¢bu méné zavaznych infekci kuze a mékkych tkani
pouzit klindamycin i u kmene s indukovanou rezistenci ke klindamycinu /3/.
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