Rezistencija bakterija na antibiotike
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Testiranje osjetljivosti stafilokoka



Uobicajenim rutinskim metodama (test koagulaze, po mogucnosti dodatni
biohemijski profil nekim od komercijalnih testova) potrebno je identificirati vrstu
Staphylococcus aureus od ostalih vrsta koagulaza negativnih staphylococca iz

svih klinickih izolata a posebno iz primarno sterilnih uzoraka.

Visestruka rezistencija na antibiotike se osim u S. aureusa Cesto nalaziiu S.
haemolyticus, S. epidermidis, S. hominis te u varijanti S. aureusa male
morfologije kolonija.



Opisana je rezistencija stafilokoka na razliCite grupe antibiotika:
beta laktamske antibiotike
aminoglikozide,
glikopeptide,
kinolone,
tetracikline,
makrolide,
linkozamide i
trimetoprim-sulfometoksazol.



-Penicilinski disk se koristi za testiranje svih
B laktamaza labilnih penicilina!!l
ampicilin, amoxicilin, azlocilin, karbenicilin, mezlocilin, piperacilin i
tikarcilin.

-Penicilin-rezistentne, oksacilin-osjetljive vrste Staphylococcus aureusa
koje produkuju B laktamaze testiraju se sa diskom penicilina od 10
jedinica umjesto sa ampicilinom.



-Penicilinaza - stabilni penicilini, se testiraju diskom oxacilina, a
rezultat se moze primjeniti na druge penicilinaza-stabilne peniciline,
kloksacilin i dikloksacilin, meticilin i nafcilin.

MRSA-meticilin rezistentan Staphylococcus aureus

MRS -meticilin rezistentan Staphylococcus



-Za oksacilin rezistentan Staphylococcus aureus i koagulaza
negativne stafilokoke svi navedeni antibiotici mogu u in vitro uslovima
biti aktivni ali u klinickim uslovima su nedjelotvorni.

. penicilini,

. cefalosporini

. karbapenemi

. kombinacije amoksicilin+klavulonska kiselina
. ampicilin+sulbactam

. tikarcilin+ klavulonska kiselina

. piperacilin+tazobaktam

Rezultat za ove lijekove bi trebalo izvjeStavati kao rezistentne ili ih ne
treba izvjeStavati.



Rezistencija na nafcilin (oxacilin) je nezavisna od produkcije 3
laktamaza.

MecA gen za rezistenciju na nafcilin (oxacilin) nalazi se na hromozomu.
Mehanizam rezistencije je uslovljen nedostatkom ili nepristupacnosti
odredenih penicilin vezujucih proteina (PBPs) u mikroorganizmu.
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Za testiranje rezistencije S. aureusa i S. lugdunensisa na penicilinaza
stabilne peniciline preporucuje se cefoksitinski disk test. On je uporediv
sa oxacilinskim disk testom za predikciju mecA posredovane
rezistencije na oxacilin.

Primjena cefoksitinskog disk test za predikciju posjedovanja mecA
posredovane rezistencije na meticilin/oxacilin je preporucljiv i za
druge koagulaza negativne stafilokoke.



-lzolati stafilokoka koji pokazuju da su nosioci mecA gena ili da
produkuju PBP2a (produkt mecA gena) bi trebalo da se izvjeStavaju
kao oksacilin rezistentni.

Testiranje na prisustvo mecA gena ili njihovog produkta, proteina
PBP 2A su mnogo specifichije metode za predikciju rezistencije
na oxacilin i trebaju se izvoditi kod detekcije oxacilinske
rezistencije izolata iz svih ozbiljnih infekcija.



Skrining test za Staphylococcus aureus -Oksacilin-Slani agar,

oksacilinska ploc¢a

Medium

MHA sa NaCl (4% w/v; 0,68 mol/L)

Koncentracija lijeka

6 ug/mL oxacilina

Inokulum

Napraviti suspenziju ispitivane kolonije turbiditeta od 0.5
McFarland

Uslovi inkubacije
Duzina inkubacije

359C, aerobno
24 sata

Rezultati

>1 kolonije = rezistentan

Test sojevi

Staphylococcus aureus ATCC 29213-Osjetljiv
Staphylococcus aureus ATCC 43300-Rezistentan




Disk difuzioni skrining test za predikciju mecA posredovane rezistencije
u Staphylococca

Antibiotik Vrsta Preénik zone Komentar
mikroorganizma inhibicije-najblize
cijelom mm
R S
Cefoxitin (30 Staphylococcus <19 220 S. aureus koji pokazuje
Hg) aureus zonu inhibicije <19 bi
EUCAST <29 >99 trebalo izvjeStavati kao
B B oksacilin rezistentne. One
koje pokazuju zonu
inhibicije 220 bi trebalo
izjeStavati kao oksacilin
osjetljive.
Koagulaza negativani | <24 225 Koagulaza negativni
Staphylococci staphylococci koji pokazuje
zonu inhibicije =24 bi
EUCAST <5 o5 trebalo izvjestavati kao

oksacilin rezistentne. One
koje pokazuju zonu
inhibicije 225 bi trebalo
izjestavati kao oksacilin
osjetljive.




Vrsta organizma

MIC pg/mL za Oxacilin

R S

Staphylococcus >4 <2
aureus

> 2
EUCAST
Koagulaza >0.5 <0.25
negativan
staphylococcus
EUCAST =




-Meticilin rezistentni staphylococcus (MRS) su Cesto rezistentni na
razliCite klase antibakterijskih lijekova ukljucujuci

aminoglokozide,

klindamicin,

makrolide,

fenikole,

kinolone,

sulfonamide |

tetracikline.



-Vankomicin i teikoplanin su glikopeptidni antibiotici koji se koriste za
lijeCenje sistemskih infekcija uzrokovanih MRSA.

Manje teske infekcije mogu se lijeciti oralnim lijekovima kao sto su:
linezolid,
rifampicin+fucidinska kiselina,
rifampicin+fluorokinoloni,
co-trimoksazol,
doksiciklin ili minociklin |
klindamicin.



-Svi izolati stafilokoka sa dijametrom zone inhibicije za vancomycin
(30png) od 14 mm ili manje trebalo bi testirati MIC metodom.

Disk difuziona procedura ne moze da diferencira vrste sa
redukovano osjetljivosti na vankomicin (MICs 4 do 16 ug/mL), takozvanih
VISA od osijetljivih vrsta (MICs od 0.5 do 2 pg/mL) Cak kada se inkubira
24 sata.

Vankomicin rezistentan S. aureus (VRSA) (MICs > 16 ug/mL,)
(EUCAST 2 pg/mL) moze oko diska vankomicina da napravi jedan
jedva primjetan rast. Moze se testirani BHI vankomicin skrining
testom sa ugradenim 6 pg/mL vankomicina.



-l1zolati Staphylococcus aureusa i Staphylococcus spp. koji pokazuju
rezistenciju na makrolide mogu imati
konstitutivnu ili inducibilnu rezistenciju na klindamicin.



Uobicajenom disk difuzionom
metodom inducibilna rezistencija na
klindamicin moze se detektovati
stavljanjem klindamicin diska (2 ug),
na udaljenost od 15-26 mm od diska
eritromicina (15 ug).

Nakon inkubacije organizmi koji ne
pokazuju izravnjenje zone inhibicije oko
klindamicina izjeStavaju se kao
klindamicin osjetljivi.

Organizmi koji pokazuju ravnu zonu
Inhibicije oko klindamicina koji se nalazi
pored eritromicina pokazuje inducibilnu
klindamicin rezistenciju.

Source; Pharmacotherapy €

» 2009 Pharmacotherapy Publications



Interpretativni kriteriji za Enterobacteriaceae



Rlasifikacija pB-laktamaza Ambler
Zasnovana je na homologiji aminokiselinskih sekvenci.

B-lactamases

Serine enzymes Metallo-enzymes
(Plasmid)  (Chromosomal) (Equivalent to (Chromosomal)
Class C but plasmid)
ESBL  AmpC OXA MbL
Pen-Cephs-Inh-R  Cephs-Inh-R Pens, esp Oxa Carbapenems

Inhib-R Inh-R



Classification of betalactamases

Ambler Bush Characteristics of betalactamases Number of
Class Group enzymes
C 1 Often chromosomal enzymes in gram-negatives but some are | 51
plasmid-coded. Not inhibited by clavulanic acid.
A 2a Staphylococcal and enterococcal penicillinases 23
2b Broad spectrum betalactamases including TEM-1 and SHV-1, mainly | 16
Qccurring in gram-negatives
2be Extended spectrum betalactamases (ESBL) 119
2br Inhibitor-resistant TEM (IRT) betalactamases 24
2c Carbenicillin-hydrolysing enzymes 19
2d Cloxacillin (oxacillin) hydrolysing enzymes 31
2e Cephalosporinases inhibited by clavulanic acid 20
2f Carbapenem-hydrolysing enzyme inhibited by clavulanic acid 4
B 3 Metallo-enzymes that hydrolyse carbapenems and other betalactams | 24
except monobactams. Not inhibited by clavulanic acid
D 4 Miscellaneous enzymes that do not fit into other groups 9




-Vrste Klebsiella spp. i Escherichia coli koje produkuju Siroko
spektralne B laktamaze (ESBL) mogu da budu kliniCki rezistentne na
terapiju sa penicilinom, cefalosporinima i aztreonamom a da su u in
vitro uslovima osjetljive.

-Za sve potvrdene ESBL producente izdaje se rezultat da su rezistentni
na sve peniciline, cefalosporine i aztreonam.



CLSI skrinining za ESBL producente-disk difuzioni metod

Inicijalni skrining test za K. pneumoniae, K. oxytoca i E. coli
Ceftazidime 30 pg
Cefotaxime 30 ug
Ceftriaxone 30 pg
Aztreonam 30 pug
Cefpodoxime 10 pg

Inicijalni skrining test za Proteus mirabilis(za kliniCki relevantne izolate)
Ceftazidime 30 pg/< 22 mm
Cefotaxime 30 pg/ < 27 mm
Cefpodoxime 10 pg /< 22 mm

Kada su organizmi (K. pneumoniae, K. oxytoca i E. coli) osjetljivi na
cefoxitin i pokazuju sljideCu aktivnost na:

Ceftazidime < 22 mm

Cefotaxime < 27 mm

Ceftriaxone < 25 mm

Aztreonam < 27 mm

Cefpodoxime < 17 mm



Dilucioni metod za skrining ESBL za Klebsiellu pneumoniae i
Escherichia coli (CLSI)

Za ovaj metod se koriste ceftazidim, aztreonam, cefotaksim ili
ceftriakson u koncentraciji od 1 pg/mil.

Rast bakterija u ovoj skrining koncentraciji (MIC za cefalosporine je
> 2 ug/ml) je sumnja na produkciju beta laktamaza prosSirenog
spektra djelovanja i indikator za njegovu fenotipsku potvrdu.



-Algoritmi detekcije ESBL predlozeni od strane EARSS-a prilagodeni su
automatiziranom ocitavanju antibiograma preko break point koncentracija.

Detektiranje ESBL preko diskova CAZ - AMC - CRO uklju€enih u rutinski
antibiogram i dalje zadovoljava potrebe detektiranja ESBL producirajucih
sojeva Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae.




DIAGRAM 2

LEGEND
AMC = Amoxicillin / Clavulanic acid
FOX = Cefoxitin
TZP = Pipericilhn / Tazobactam
CXM = Cefuroxime

< ESBL PRISUTAN

ESBL prisutan: Kada postoji sinergistiCka aktivnost ubijanja izmedu
ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona ili aztreonama (kao i cefpodoxime) i beta-
lactamasa inhibitora, klavulonska kiselina i da je organizam osjetljiv na
cefoxitin.

Zona inhibicije za ceftazidim (30 pg) < 20 mm ili cefotaksima (30 pug)
< 22 mm je potvrda ESBL soja.



-Potvrda ESBL produkcije (E-test ili jedna od double disk metoda) potrebna je
samo u slu€aju nejasno izrazenog ESBL fenomena.

Figure 3. Extended-spectrum beta-lactamase producing £. cofi

strain.Confirmed with ceftazidime-clavulanate (a) versus Figprc{. Ex_tended-spectrun‘lbet;-lactamaseproducingE. coli
ceftasidine alone (b): strain. pontlmmed with cefotaxime- clavulanate (¢) versus
cefotaxime alone (d).
ESBL prisutan e e : .
Zona inhibicije cefalosporina+klav.kiselina Z;na 'nh'hb_'bc_”? cefa]cI()Isporlqa+klav.klsellna
Zona inhibicije cefalosporina = 21,5 B DICIERE RS OoPORNS

= >5mm



U fenotipskom potvrdnom testiranju za sve ESBL vrste MIC za jedan ili
viSe Siroko spektralnih cefalosporina ili aztreonam trebalo bi da se
smanjuje u prisustvu klavulonske kiseline.



Potvrdni test prisustva B laktamaza
prosirenog spektra djelovanja (ESBL)
primjenom Etesta.

Strip lijevo sadrzi cefotaxim + klavulonska
kiselina (CTL) i cefotaxim (CT).

Strip desno sadrzi ceftazidim + klavulonska
kiselina (TZL) i ceftazidim (TZ2).

Detekcija ESBL se postavlja prisustvom
deformacije elipse cefotaksima ali i
odnosom MICs cefalosporina (CT i TZ) i
minimalne inhibitorne koncentracije
(MICs) kombinacije

cefotaxim + klavulonska kiselina (CTL) ili
ceftazidim + klavulonska kiselina (TZL)

ESBL prisutan
MIC cefalosporina
MIC cefalosporina+klav.kiselina =8

i
o
5’

Source: Pharmacotherapy © 2009 Pharmacotherapy Publications







AmpC tip B-lactamaza je najcesce dokazan kod Serratia, Enterobacter,
| Citrobacterspecies. Ovi enzimi vrSe degradaciju cefalosporina,
otporne su na djelovanje inhibitora B laktamaza kao sto je klavulonska
kiselina a osjetljive su na cloxacillin.

-Zbog mogucnosti istovremene hiperprodukcije ampC beta-laktamaza i
ESBL u enterobakterija, preporucuje se u antibiogramu uz disk
cefepima na koji visok stepen ekspresije AmpC ima minimalan efekat
staviti disk piperacilin/tazobaktam PIP/TAZO.



E test za detekciju AmpC B laktamaza

Na jednoj strani strip trake se nalazi cefamicin sam a na drugoj strani
cefamicin sa cloxacillinom.

Povecanje vrijednosti MIC cefamicina tri ili viSe puta u odnosu na
MIC cefamicina i cloxacillina ili deformacija zone inhibicije u vidu
elipse oko E testa je znak postojanja AmpC 3 laktamaza.



AmpC-B laktamaze prisutne

Kada je dijametar zone za ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone ili
aztreonam unutar zone rezistentnosti i kada nema sinergizma sa
klavulonskom kiselinom i kada je organizam rezistentan na
cefoxitin (dijametar zone inhibicije manji od 15 mm).

CPD

cro® © ©caz
AMC
© ©

@ ATM CXM

AmpC B-lactamase | —*




Klebsiella oxytoca koja produkuje visok nivo
K1 B-laktamaza.

Ne postoji sinergizam izmedu cefaleksina
(CL 100) ili cefotaksima (CTX 5) i
Augmentina (AMC -60).

Cefalosporinaza koja nije
inhibirana klavulonskom kiselinom

Klebsiella oxytoca sa niskim nivoom K1 8-
laktamaza i sa produkcijom ESBL.

Postoji tipi€an sinergizam izmedu
cefaleksina (CL 100), cefotaksima (CTX 5) i
Augmentina (AMC 60).



Proteus penneri osjetljiv na Augmentin
(AMC 60) ali sa spljostenom zonom
inhibicije oko cefotaksima (CTX 5) u
blizini sa imipenemom (IPM 10) indicira
prisustvo inducibilne 2e B laktamaze.

Cefalosporinaze inhibirane klavulonskom
kiselinom

i:”rotel’l’s penneri koji produkuje visok nivo 2e 3

laktamaze.

Vidi se osjetljivost na ceftazidim (CAZ 10) i
cefotetan (CTT 30) i fenomen “kljuaonica)
izmedu Augmentin (AMC 60) i cefotaksim
(CTX5).



PROTOKOL SKRINING TESTA

Antibiotici koji Ce se
testirati

Ceftazidim i cefotaksim/ceftriakson

Potrebna informacija

Odrediti MIC vrijednost

Rezultat MIC<1ug za sve MIC=2ug za bilo koji od
gore pomenute gore pomenutih
cefalosporine 3 generacije cefalosporina 3 generacije

Interpretacija Vrsta nije suspektna na Vrsta je suspektna na
ESBL producenta ESBL producenta

|zvjeStaj ulazka za ESBL negativan

EARSS

Dalja potvrda

------- Potreban potvrdni test




Antibiotici koji

Cefotaksim protiv cefotaksim+klavulonska kiselina
ée se koristiti Ceftazidim protiv ceftazidim+klavulonska kiselina

EStSsLt MIC cefalosporina MIC cefalosporina
MIC cefalosporinatklav.kiselina <8 MIC cefalosporina+klav.kiselina 28
Zona inhibicije cefalosporinatklav.kiselina Zona inhibicije cefalosporinatklav.kiselina
MAST | Zona inhibicije cefalosporina <1,5 Zona inhibicije cefalosporina 21,5
-DD
| Zonainhibicije cefalosporina+klav.kiselina Zona inhibicije cefalosporinatklav.kiselina
OXO_'d - Zona inhibicije cefalosporina <5mm -Zona inhibicije cefalosporina 25mm
kombinovfani
disk
Nije ESBL producent ESBL producent
U izvjesStaju za sve peniciline, cefalosporine i
aztreonam se izvjestava R €ak iako je u in vitro
testu S







Metalo B laktamaze su enzimi koji hidroliziraju karbapeneme, i 8
laktamske antibiotike osim aztreonama. Nadene su kod
Enterobacteriacaei Pseudomonas species.



Skrining metod detekciju karbapenemaza je E test

Posto su metalo beta laktamaze posredovane zinkom mogu biti
suzbijene upotrebom ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA).

Jedna polovina E strip trake je impregnirana sa imipenemom a
druga polovina sadrzi imipenem plus EDTA. Smanjenje MIC
imipenema tri ili vise puta u prisustvu EDTA je pozitivan nalaz na
metalobeta laktamaze.



Skrinin metod za detekciju Karbapenemaze koje produkuju
Enterobacteriaceae (CPE)

Disk difuzion metoda

Zona inhibicije od 19-21 mm (EUCAST <18 mm) oko ertapenema (10
Kg) ili 16-21 mm (EUCAST <16 mm) oko meropenema (10 pg) sugerise
na postojanje CPE.

Mikrodiluciona metoda

Za testiranje se koriste imipenem, meropenem, i ertapenem u
koncentraciji od 1 pg/mL. MIC od 2-4 pg/ml za imipenem i
meropenem ili MIC od 2 pg/mL za ertapenem indicira prisustvo
karbapenemaza.



Modifikovani Hodge test za detekciju karbapenemaza u Enterobacteriaceae

Produkcija carbapenemaza se detektuje upotrebom MHT kada izolat koji se
testira produkuje ovaj enzim i dozvoli rast karbapenem osjetljivoj vrsti
Escherichia coli ATCC 25922 oko diska karbapenema. Pozitivan rezultat je
kada je zona inhibicije izmedu diska karbapenema i soja koiji luci
karbapenemaze ima izgled djeteline.

K. pneumoniae
Negative Control

MicroBioLogics® # 01006
ATCC® BAA-1706™*

Meropenem Disk

Negative Test Isolate

K. pneumoniae
Positive Control
MicroBioLogics® # 01005 ATCC® BAA-1705™*




-Fluorokinolon osjetljive vrste Salmonelle izolovane iz uzoraka izvan
intestinalnog trakta koje su in vitro rezistentne na nalidiksinsku
kiselinu mogu biti kliniCki neosjetljive na terapiju kinolonima.

Ekstraintestinalni izolati Salmonella se moraju testirati na
osjetljivost prema nalidiksinskoj kiselini.



Interpretativni kriteriji za Enterococcus



-Otpornost Enterococcus spp na cefalosporine, aminoglikozide
(izuzev ako se testira visoki stepen rezistencije), klindamicin i
trimetoprim -sulfometoksazol je njihova intrinziCna karakteristika.

Navedeni antibiotici mogu biti osjetljivi in vitro no nedjelotvorni su u
KliniCkoj primjeni te se izolati Enterococcus spp. ne izvjeStavaju na
navedene antibiotike ili se izvjestavaju kao rezistentni bez
prethodnog testiranja.



Rezistencija enterokoka na ampicilin i penicilin moze biti usljed
stvaranja PBP-a niskog afiniteta ili rijetko usljed produkcije 3
laktamaza.

Disk difuzionim testom se moze veoma precizno dokazati
prisustvo promjenjenih PBP-a ali ne i prisustvo 3 laktamaza.

Za izolate iz krvi ili likvora preporucuje se nitrocefin- § laktamaza test.
Pozitivan B laktamaza test je prediktor rezistencije na penicilin, amino,
karboksi | ureidopeniciline.



Brzi B laktamaza test daje pouzdane rezultate za detekcije ovih enzima
kod Neisseriae gonorrhoeae, Haemophilus influenzae i Moraxellae
catarrhalis, a jedini je primjenljivi test za detekciju B laktamaza
produkujucih izolata Enterococcus spp.




Odredeni izolati Enterococca mogu da posjeduju visok stepen
rezistenciju na penicilin (MIC > 128 ug/mL) i ampicilin (MIC 264 ug/mL).

Disk difuzionim testom se ne mogu razlikovati enterokoki sa
normalnom rezistencijom na penicilin i ampicilin od onih sa visokim

stepenom restencije.

Enterokoki sa nizim stepenom rezistencije na penicilin (MIC <64 pg/mL) i
ampicilin (MIC <32 pg/mL) mogu biti osjetljivi na sinergistiCko ubijanje sa
gentamicinom ili streptomicinom, dok enterokoki sa visokim stepenom
rezistencije na penicilin i ampicilin nisu osjetljivi.



-Enterococci se dodatno testiraju i selektivno izvjestavaju na
gentamicin i streptomicin (testom probira visokog stepena rezistencije).

-Visoki stepen rezistencije na aminoglikozide je prisutan u veceg broja
izolata enterokoka. Aminoglikozidi se ispituju diskovima koji sadrze
vece koncentracije antibiotika (120 ug gentamicin, 300 ug streptomicin) jer se ta
rezistencija ne moze detektirati uobicajenim diskovima.

Ukoliko ima porasta oko navedenih diskova radi se o soju
Enterococca sa visokim stepenom rezistencije, a ukoliko je zona
inhibicije ve¢a od 10 mm onda se nalaz tumaci da sojevi ne
posjeduju visok stepen rezistencije na aminiglikozide.



Prisustvo visokog stepena rezistencije za aminoglikozide kod
enterokoka ukazuje na nemogucnost njihovog ubijanja sinergistiCkim
djelovanjem aminoglikozida i inhibitora sinteze Celijskog zida.



Rezistencija Enterococcusa na glikopeptide moze se klasificirati
fenotipski i genotipski.

-VanA fenotip- visoki stepen inducibilne rezistencije na vankomicin i
teikoplanin a kodiran je istoimenim genom;

-Van B fenotip- varijabilna inducibilna rezistencija na vankomicin
odreden vanB genom i

-VanC fenotip- neinducibilna rezistencija niskog stepena na
vankomicin.



VanA i VanB fenotipovi su kliniCki najznacajniji i nalaze se u
E. faecalis | E. faecium.

VanC se intrinziCno nalazi u E. gallinarum i E. caselliflavus.



-Svaki vankomicin rezistentni enterokok treba identificirati do vrste jer je
rezistencija na glikopeptide specijes specificnha.

-Kada se ispituje osjetljivost enterokoka na vankomicin, primjenjuje se
vankomicin skrining probirna plo€a sa ugradenim 6 pg/mL vankomicina.

Ploca bi se trebala inkubirati puna 24 sata a osjetljivost ocCitavati
upotrebom lampe.

Prisustvo = 1 kolonije ili bilo kakvog sitnog rasta u vidu izmaglice unutar
zone inhibicije indicira rezistenciju.

Organizmi sa intermedijernom zonom bi trebalo testirati i MIK metodom.



Interpretativni kriteriji za Streptococcus
pneumoniae



Penicilini

Cefalosporini

Hloramfenikol

Eritromicin

Tetraciklini

Mehanizmi rezistencije Streptococus pneumoniae

Visestruke izmjene u afinitetu penicilin vezujuéih proteina

Dalje izmjene penicilin vezujucih proteina sa ve¢im MIC za
cefotaksim/ceftriakson nego za penicilin

cat geni kodiraju acetyltransferazu za hloramfenikol, gubitak
baktericidne sposobnosti kod penicilin rezistentnih,
hloramfenikol osjetljivih vrsta

ermAM geni kodiraju adenin dimetilazu koja djeluje na 23S
rRNA, redukujuéi afinitet za makrolide i klindamicin

mef geni kodiraju efluks pumpu za makrolide, Sto rezultira u
rezistenciji na makrolide ali ne na klindamicin

tetM i terO geni kodiraju proteine koji se vezu na rRNA i
blokiraju sintezu proteina




-Za lijecenje pneumokoknih infekcija mogu da se koriste amoksicilin,
ampicilin, cefepim, cefotaksim, ceftriakson, cefuroksim, imipenem i
meropenem. Ispitivanje osjetljivosti na ove lijekove se znatno bolje i
realnije odreduje primjenom MIK metode.

-Penicilin, cefotaksim ili ceftriakson i meropenem bi trebalo testirati
primjeno MIK metode a izvjestavati rutinski za izolate iz likvora. Takuvi
izolati bi se trebali takode testirati i na vankomicin i to primjenom MIK
metode.



-lzolati pneumokoka sa zonom inhibicije za oksacilin 220 mm su
osjetljivi (MIK<0.06 pg/mL) na penicilin Sto se podudara sa osjetljivoS€u na
aminopeniciline, cefalosporine Il, lll i IV generacije, i karbapeneme.

-Za izolate pneumokoka Cija je zona inhibicije za oksacilin £ 19 mm,
moraju se testirati MIK metodom za penicilin, meropenem i
cefotaksim ili ceftriakson, jer ova zona se moze naci i kod penicilin
rezistentnog ili intermedijernog soja.



OKSACILIN OX--R- uraditi E test za PENICILIN, AMOKSICILIN,
CEFUROKSIM, CEFRTIAKSON i prema MIC-u upisati vrijednosti za te

antibiotike

Penicilin

Ceftriakson

Cefuroksim

Amoksicilin

<0.06 (S) 0.12-1.0 ,s0j je umjereno rezistentan na Pen®
>2.0 ,s0j je visoko rezistentan na Pen®

<0.5 (S) 1.0 ,s0j je umjereno rezistentan na ceftriakson®

=2.0 ,s0j je visoko rezistentan na ceftriakson®
<0.5 (S) 1.0 ,s0j je umjereno rezistentan na cefuroksim®
=2.0 ,s0j je visoko rezistentan na cefuroksim®

<2.0 (S) 4.0 ,s0j je umjereno rezistentan na amoks."
28.0 ,s0j je visoko rezistentan na amoks.”




-Rezistenciju na kinolone u pneumokoka testirati diskom
ciprofloksacina ali rezultate izdavati kao moksifloksacin osjetljive u
slucaju CIP osjetljivih, a u slucaju za sada rijetkih CIP rezistentnih
testiranje produziti sa moksifloksacinom.

(interpretacija zone inhibicije kao za stafilokoke dok EUCAST ne odredi cut off vrijednosti)



-Umjesto eritromicina i azitromicina rezistenciju na makrolide testirati
diskom klaritromicina, a rezultate izdavati za sva tri makrolida.

-Klindamicin se oCitava kao osijetljiv bez obzira na fenomen
indukcije rezistencije od strane makrolida.



Opisana su dva fenotipa rezistencije streptokoka na makrolide
"MLSB" i "M*.

MLSB - Rezistencija na makrolide, linkozamide i streptogramin B.

Nastaje usljed metilacije jednog adenina u 50s podjedinici bakterijskog

ribozoma na koji se veze eritromicin. Naziva se “erm”gen i moze da

bude inducibilan (iMLSB) ili konstitutivan (cMLSB)

M -Rezistencija na makrolide ali ne na linkozamid i streptogramin B.

Nastaje usljed makrolidne efflux pumpe i naziva se “mef’gen.



Primjeri MIC (ug/mL) vrijednosti za pojedine fenotipova
rezistencije S. pyogenes na makrolide

| fenitip

Divlji
tip

IMLSB

cMLSB | ML

MSB

erythromycin (14 ring) 0.03 4 1 >32 >32 >32
azithromycin (15 ring, 0.125 | 4 4 >32 >32 >32
azalide)

clarithromycin (14 ring) 0.03 4 0.25 >32 >32 >32
roxithromycin (15 ring) 0.06 8 4 >32 >32 >32
clindamycin 0.03 0.03 0.06 >32 0.8 0.1
(lincosamide)

telithromycin (ketolide) 0.03 0.25 0.06 1tol1l6 | 0.01 0.1
clindamycin poslije 0.03 0.03 >32 >32 ? ?
izlaganja bakterije

erythromycinu

rokitamycin (16 ring 0.25 0.25 4 >32 >32 >32
macrolide)

streptogramin B 3 3 25 25 3 25




Double Disk - test osjetljivosti

IMLSB- zona inhibicije klindamicina je zatupljena prema eritromicinu jer eritromicin
indukuje rezistenciju na klindamicin

CMLSB- nema zone inhibicije niti oko eritromicina niti oko klindamicina jer je “erm”
izrazen cijelo vrijeme

M- nema izmjene zone inhibicije klindamicina indukovane prisustvom eritromicina jer
“mef” ne izbacuje klindamicin napolje bez obzira na prisustvo eritromicina.

A= clindamycin i B=erythromycin




Disk lijevo —klindamicin
Disk u sredini-eritromicin

Disk desno-streptogramin B

Testiranje rRNA ili mutanta ribozomalnih
proteina

PloCa A pokazuje ML (rRNA mutacija), ploCa B i C pokazuje
MSB (obje L4 mutacije).



Testiranje ne-fermentora



Mehanizmi rezistencije Pseudomonas aeruginosae

Kinoloni i aminoglikozidi
Mutaciona modifikacija ciljnog mjesta antibiotika kao Sto su gyraze, topoizomeraze ili
ribozomalni proteini

B laktamski antibiotici
Konstitutivna ili inducibilna derepresija hromozomski kodirane AmpC 3 laktamaze

Imipenem

Gubitak vanjskog proteina membrane usljed mutacije sprje€avajuci prepoznavanje
antimikrobne substance

B laktamski antibiotici, fluorokinoloni, tetraciklini, hloramfenikol, trimetoprim i
aminoglikozidi
Efikasan efluks sistem

Karbapenemi i aminoglikozidi
Plazmidom kodirana ekspresija razliCitih beta laktamaza (metallo-beta laktamaze)




-Interpretacija disk difuzione metode testiranja osjetljivosti (NCCLS) je
pouzdana samo za P. aeruginosa i Acinetobacter spp., dok za ostale
rijetke, kliniCki znacCajne non-fermentore treba je odredivati MIK
metodom.

-Kod ozbiljnih infekcija, kompliciranih prisutnoScu biofilma za P.
aeruginosa preporucuje se odrediti MIK-ove za antipseudomonasne
antibiotike pogotovo za beta-laktame.



Pseudomonas aeruginosa ima osobinu da brzo stiCe rezistenciju na
fluorokinolone. Kao pokazatelj osjetljivosti za sve fluorokinolone
koristi se testiranje osjetljivosti na ciprofloksacin jer je dokazana
ukrstena rezistencija izmedu ciprofloksacina i levofloksacina.

Vrste Pseudomonasa koje imaju vrijednost MIC za ciprofloksacin
22mg/L i levofloksacin = 4 mg/L oznac€avaju se kao vrste
rezistentne na fluorokinolone.

Veoma znacajne vrste Pseudomonas aeruginose su MDR
fenotipovi koje pokazuju rezistenciju na fluorokinolone, ceftazidim,
cefepim, imipenem i piperacilin/tazobaktam, gentamicin.



Table 1. Acceptable disk breakpoint correlates for S. maltophilia. (Extracted from NCCLS Document M 100-515)

Antimicrobial Disk Conc. fone Lone Lone MIC MIC MIC

agent (mg) Diameter Diameter Diameter Interpretation | Interpretation | Interpretation
(I} () (i)} (mg/L}) (mg/L}) (mg/L})

& mealtophilia 5 I R 5 I R

and B, cepacia

TMP-5MX 1.25/23.75 16 |1-15 <10 <238 - /76

Levofloxacin 5 37 4-16 <]3 <7 4 g

Minocycline a0 19 |5-18 <14 <4 ) 16

Ticarcillin- NA NA NA <16/2 32/2-64/2 | 28/2

clavulanata

B. cepacia only

Ceftazidime 30 21 |8-20 <17 <R |6 32

Meropenam 10 20 |6-19 =15 =4 8 16




Upozorenje

Organizam

Antimikrobni lijekovi za koje ne bi smjeli davati izvjestaj
kao osjetljivi (S)

ESBL produkujuca
Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli, Proteus
mirabilis

Penicilini, cefalosporini ili aztreonam

Salmonella species,
Shigella species

Prvai druga generacija cefalosporina, cefamicini i
aminiglikozidi

Oxacillin rezistentan
Staphylococcus species

Penicilini, kombinacije B laktamai B laktamaza
inhibitora, cefemi i karbapenemi

Enterococcus species

Aminiglikozidi (sem onih visoke koncentracije),
cefalosporini, klindamicin i trimetoprim/sulfametoksazol




