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Pseudomonas aeruginosa, jeji rezistence k vybranym
antibiotikim a tvorba biofilmu u kmenu izolovanych
od pacientu s infekci mocovych cest

Cernohorska L., Slavikova P.

Mikrobiologicky ustav, Brno

Souhrn

Pomoci diskového difuzniho testu jsme vysSetiili citlivost kment Pseudomonas aeruginosa
k ofloxacinu, ciprofloxacinu, gentamicinu, amikacinu, kolistinu, imipenemu, meropenemu,
piperacilinu s tazobaktamem a ceftazidimu. Tyto kmeny byly izolovany z moc¢i pacientu
s diagnoézou infekce urogenitalniho traktu, pochazely od ambulantnich i laZkovych pacienta
Fakultni nemocnice u svaté Anny. Dale byla u vSech kmenu zjistovana tvorba biofilmu pomoci
modifikované Christensenovy metody.

Celkem bylo vySetfeno 118 kmentu. K ofloxacinu bylo rezistentnich 88 (74,6 %) kmenu,
k ciprofloxacinu 86 (72,9 %) kment a ke gentamicinu 70 (59,3 %) sledovanych kmenu. K imipenemu
bylo rezistentnich 40 kmenu (33,9 %), k meropenemu 42 kmenu (35,6 %), k amikacinu 14 kmenu
(11,9 %), ke kolistinu 2 kmeny (1,7 %), k piperacilinu s tazobaktamem 35 kmenu (29,7 %)
a k ceftazidimu 41 kmenu (34,7 %).

Soucasnou rezistenci k ofloxacinu, ciprofloxacinu a gentamicinu vykazovalo celkem 67 (56,8 %)
kmenu, 12 (10,2 %) kmenu bylo rezistentnich k vétsiné testovanych antibiotik s vyjimkou
amikacinu a kolistinu.

Biofilm tvotilo celkem 41 kmenu (34,7 %), 23 kmenu pochazelo od 46 pacientu z luzkovych
oddéleni, kmeny pochazejici od 72 ambulantnich pacienta tvorily biofilm v 18 pripadech. Z 12
polyrezistentnich kmenu tvortilo 8 biofilm (66,6 %).
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Summary

Cernohorska L., Slavikova P.: Antibiotic Resistance and Biofilm Formation in
Pseudomonas aeruginosa Strains Isolated from Patients with Urinary Tract
Infections

Altogether 118 Pseudomonas aeruginosa strains isolated from urine of patients with urinary tract
infection were tested by the disk diffusion method for susceptibility to ciprofloxacin, ofloxacin,
gentamicin, amikacin, colistin, meropenem, imipenem, piperacillin/tazobactam and ceftazidime.
All strains were also screened for biofilm formation using a modified Christensen method.
Eighty-eight, i.e. 74.6 %, of the tested strains were resistant to ofloxacin, 86 (72.9 %) to ciprofloxacin
and 70 (59.3 %) to gentamicin. Forty strains (33.9 %) were resistant to imipenem, 42 strains (35.6 %)
to meropenem, 14 strains (11.9 %) to amikacin, 2 strains (1.7 %) to colistin, 35 strains (29.7 %)
to piperacillin/tazobactam and 41 strains (34.7 %) to ceftazidime.

Co-resistance to ofloxacin, ciprofloxacin and gentamicin was detected in 67 strains (56.8 %) while
12 strains (10.2 %) were resistant to most tested antibiotics, with the exception of amikacin and
colistin.

Biofilm formation was found in 41 strains (34.7 %), more precisely in 23 of 46 inpatient strains and
18 of 72 outpatient strains. Eight (66.6 %) of 12 polyresistant strains were biofilm producers.

Key words: P. aeruginosa - fluoroquinolones - gentamicin - aminoglycosides - urinary tract
infection - biofilm.

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni
bakterie, ktera se v poslednich desetiletich stala
jednim z nejzavaznéjSich puavodct nozokomial-
nich infekci [11]. Jako patogen pusobi hlavné
u osob s tézkym zakladnim onemocnénim, u paci-

entu s tézZkymi popaleninami a u imunosuprimo-
vanych. AZ donedavna byla dobie citliva k chino-
lontim, protipseudomonadovym penicilinam, kar-
bapenemum, aminoglykosidiim i cefalosporintim
III. a IV. generace. BohuZel v poslednich letech
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doslo k obrovskému vzestupu rezistence k ruz-
nym antibiotikiim. Na tom se podili nejen seleké-
ni tlak antibiotik rtznych skupin, ale pravdépo-
dobné i zdravotnicky personal a faktory prostiedi.
Casto se jedna o mnohoéetnou rezistenci, ktera je
kédovana na plasmidech a je pfejimana od jinych
mikrobti. V posledni dobé vzrostla rezistence
k chinolonum [11], které jsou frekventné pouziva-
ny v 1é¢bé mocovych infekci u ambulantnich paci-
entt. Rezistence k témto latkam tak ma obrovsky
dopad na morbiditu a mortalitu, coz se projevi
zejména zvySenymi naklady na lé¢bu takto posti-
zenych pacienta.

Jednim z faktord virulence pseudomonad je
schopnost tvorby biofilmu [14]. Biofilm je obvykle
tvoren bakteriemi nebo kvasinkami, usazenymi
na pevném povrchu, které produkuji polysachari-
dovou hmotu zvanou matrix, v niz drzi bunky
pohromadé [12]. V piipadé pseudomonad je poly-
sacharid tvofen alginatem [6]. Mikroorganismy
v biofilmu jsou lépe chranény pied raznymi
zevnimi vlivy, jako jsou antibiotika a dezinfekéni
prostiedky [3, 6, 12]. Pomérné casto se biofilm
tvorfi v nekrotickych tkanich, ve zlucovych
cestach, pii zanétu prostaty a jeho eradikace je
mnohdy obtizna [8, 12]. Pseudomonadovy biofilm
je CGasto pritomen u cystické fibrézy, kde jsou
pseudomonady nejéastéjsi piiéinou pneumonie [3,
6]. Vyrazna je také afinita psedomonad k povrchu
tzv. biomaterialu (t.j. rozmanitych cévek, moco-
vych katétra apod.) vyrobenych z polymeru [12,
13]. Pomérné casto je nalézana tvorba biofilmu
u kment izolovanych z mocéového tustroji [6].

Cilem nasi prace bylo zjistit aktualni citlivost
mocovych kmenu P. aeruginosa z nasi spadové
oblasti k chinolontim, aminoglykosidim, karba-
penemum, kolistinu, piperacilinu s tazobakta-
mem a ceftazidimu a zaroven zjistit, jaka je jejich
schopnost produkovat biofilm.

Material a metody

'V obdobi od 9/2007 do 3/2008 jsme sledovali kmeny P. aeru-
ginosa a jejich citlivost k ofloxacinu, ciprofloxacinu, gentami-
cinu, amikacinu, imipenemu, meropenemu, kolistinu, pipera-
cilinu s tazobaktamem a ceftazidimu. Bylo ziskdno 118 kmena
z moéi pacientt s diagnézou mocové infekce. Kmeny byly sbi-
rany od ambulantnich (72 kment) i lazkovych pacientt (46
kmenti) Fakultni nemocnice u sv. Anny. Pouze 16 vzorku (13,6
%) pochazelo od Zen. Vékovy prumér testovanych pacienta
¢inil 69 let.

Uréeni citlivosti kmentt k antibiotikim bylo provedeno
pomoci diskového difuzniho testu na MH-agaru. Byly pouzity
antibiotické disky firmy Oxoid.

Tvorba biofilmu byla zjistovana v malych 3,0ml polystyré-
novych zkumavkach (Dispolab, Ceska republika) [4]. Byla
pouzita 24hodinova kultura vzorka v 1,5 ml tryptézosdjového
bujénu pti 37 °C. Po trojim promyti vodou byla provedena
detekce bunék adherovanych ke zkumavce pomoci 0,71%

-

krystalové violeti. Jako biofilmpozitivni byly oznaéeny ty kme-
ny, u kterych se po obarveni objevil viditelny film pokryvajici
stény zkumavky [1, 2].

Vysledky

K ofloxacinu bylo rezistentnich az 88 kmenu
(74,6 %), k ciprofloxacinu 86 (72,9 %), ke genta-
micinu 70 kment (59,3 %). Naproti tomu k ami-
kacinu bylo rezistentnich jen 14 kmena (11,9 %),
ke kolistinu pouze 2 kmeny (1,7 %). K imipenemu
bylo rezistentnich 40 kment (33,9 %), k merope-
nemu 42 kment (35,6 %), k ceftazidimu 41 kme-
nt (34,7 %) a k piperacilinu s tazobaktamem pak
35 kment (29,7 %) (graf 1).

U 67 kmenu (56,8 %) byla zaznamenana sou-
¢asna rezistence k ofloxacinu, ciprofloxacinu
a gentamicinu. Celkem 12 kmenu vykazovalo cit-
livost pouze ke kolistinu a amikacinu (10,2 %), 6
z téchto kment pochézelo od hospitalizovanych
0sob se zavedenym mocovym katétrem. Celkem
bylo vySetfeno 8 pacientt se zavedenym mocovym
katétrem.

Biofilm bylo schopno tvoiit 41 kment (34,7 %).
Dvacet tii kment pochazelo od 46 pacientt
z lazkovych oddéleni (50,0 %), 18 kment pocha-
zelo od 72 ambulantnich pacientt (25,0 %). Z 12
polyrezistentnich kmenu tvorilo biofilm 8 kme-
nu (66,6 %).

Diskuse

Procento rezistence k testovanym chinolontim
je alarmujici. Ciprofloxacin, ktery se vyrabi
i v tabletové formé a poklada se za peroralni 1ék
volby p#i lé¢bé ambulantnich pacientt, proto neni
mozné kvuli rezistenci podat. Pokud maji ambu-
lantni pacienti klinicky i laboratorné prokazanou
infekci mocovych cest, pak pii ovéfené rezistenci
k fluorochinolonim mohou byt v souéasné dobé
léceni jen parenteralnimi preparaty (karbapene-
my, protipseudomonadovymi peniciliny). Tato 1é¢-
ba je nejen ekonomicky naroc¢na, ale piinasi paci-
entovi diskomfort vyhledem k nezbytné
hospitalizaci.

PrestoZe se gentamicin vzhledem ke své toxici-
té a injek¢nim formam aplikace pouZiva omezené,
je procento rezistentnich kment znaéné, daleko
vy$§i nez u testovaného amikacinu.

Rezistence kment k cefalosporinim a proti-
pseudomonadovym penicilinim muzZe byt zptso-
bena piitomnosti rozliénych p-laktamaz, rezisten-
ce ke karbapenemtim pak napi. produkeci
metalo-p-laktaméaz. Ve 12 ptipadech byly kmeny
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Graf 1. Citlivost k riznym antibiotikim u 118 kment P. aeruginosa

Fig. 1. Antibiotic susceptibility in 118 P. aeruginosa strains

Zkratky: AMK - amikacin, CAZ - ceftazidim, COL - kolistin, CIP - ciprofloxacin, OFX - ofloxacin, GEN - gentamicin, IPM - imi-
penem, MEM - meropenem, TZP - piperacilin s tazobaktamem, C - citlivé, R - rezistentni

Abbreviations: AMK - amikacin, CAZ — ceftazidim, COL - colistin, CIP — ciprofloxacin, OFX - ofloxacin, GEN - gentamicin, IPM
- imipenem, MEM - meropenem, TZP - piperacillin/tazobactam, C - susceptible, R - resistant

rezistentni témér ke vSem terapeuticky pouzitel-
nym preparatim. Mnohé z diive pouzivanych
preparata tak dnes nelze pouZit v monoterapii,
ale pouze v kombinacich [11] (nejucinnéjsi byla
betalaktamova antibiotika s aminoglykosidy ¢i
fluorochinolony).

U kment ziskanych od hospitalizovanych paci-
entt byla tvorba biofilmu vyrazné vyssi (50 %)
nez u kment od ambulantnich pacientt (25 %)
a mohla souviset s nutnosti katétrizace ¢i jinych
urologickych zakrok, s horsim klinickym stavem
pacientt ¢i polymorbiditou. Vyrazna tvorba biofil-
mu u polyrezistentnich kment je v souladu s cet-
nymi publikacemi o biofilmu [3, 4, 6, 12]. Preven-
tabilita tvorby biofilmu pomoci potazeni katétrta
antimikrobialnimi substancemi je sporna, piesto-
Ze je efekt prokazovan u centralnich venéznich
katétra [5, 10]. Potencialni moznosti je pouziti
kolicintt jako prevence kolonizace mocovych
katétra [15]. Jiz vznikly biofilm 1ze ovlivnit fadou
synergicky ptisobicich kombinaci antibiotik [8, 9].
Slibna se zda byt 1é¢ba napt. pomoci fosfomycinu
v kombinaci s ofloxacinem. Efekt této kombinace
zejména na mocové infekce zptisobené P. aerugi-
nosa byl prokazan nejen in vitro, ale téz in vivo
u pacienttt s chronickou pyelonefritidou [8].
V experimentalni terapii se nové zkouseji bakte-
riofagy nebo enzymy degradujici matrix biofilmu

[71.

Zavér

Rezistence pseudomonad zejména k fluorochi-
nolontim je alarmujici, stejné tak jako relativni
poCet polyrezistentnich kmenta. Vzhledem
k ¢astému pouzivani chinolont i dalsich antibio-
tik bude procento rezistence ziejmé jesté stoupat.
Biofilm hraje svoji roli jako faktor patogenity, kte-
ra je vyraznéjs$i zejména u pacientt lazkovych
oddéleni a u polyrezistentnich kment. S ohledem
na ziskané vysledky lze potvrdit status P. aerugi-
nosa jako obavaného a obtizné eradikovatelného
pavodce infekei mocéovych cest.

Literatura

1. Christensen, G. D., Simpson, W. A,, Bisno, A. L.,
Beachey, E. H. Adherence of slime-producing strains of
Staphylococcus epidermidis to smooth surfaces. Infect
Immun, 1982, 37, 318-326.

2. Christensen, G. D., Simpson, W. A., Younger, J. J.,
Baddour, L. M. et al. Adherence of coagulase-negative
Staphylococci to plastic tissue culture plates:
a quantitative model for the adherence of staphylococci to
medical devices. J Clin Microbiol, 1985, 22, 996-1006.

3. Costerton, J.W., Stewart, P. S., Geenberg, E.
P. Bacterial biofilms: A common cause of persistent
infections. Science, 1999, 284, 1318-1322.

156

—



Epidemiologie 4-09

10.

13.11.2009 10:15 Str. 157

Cernohorska, L., Votava, M. Determination of Minimal
Regrowth Concentration (MRC) in clinical isolates of
various biofilm-forming bacteria. Folia Microbiol, 2004,
49, 75-78.

Darouiche, R. O. Prevention of infections associated
with vascular catheters. Intensive Med, 1999, 36, 349-
354.

Hoyle, B. D., Costerton, J. W. Bacterial resistance to
antibiotics: the role of biofilms. Progr Drug Res, 1991, 37,
91-105.

Lu, T. K., Collins, J. J. Dispersing biofilms with
engineered enzymatic bacteriophage. Proc Natl Acad Sci
USA, 2007, 104, 11191-11202.

Monden, K., Ando, E., Iida, M., Kumon, H. Role of
fosfomycin in synergistic combination with ofloxacin
against Pseudomonas aeruginosa growing in a biofilm. J
Infect Chemother, 2002, 8, 218-226.

Monzén, M., Oteiza, C., Leiva, J., Amorena, B.
Synergy of different antibiotic combinations in biofilms of
Staphylococcus epidermidis. J Antimicrob Chemother,
2001, 48, 793-801.

Raad, I., Hanna, H. Intravascular catheters
impregnated with antimicrobial agents: a milestone in
the prevention of bloodstream infections. Support Care
Cancer, 1999, 7, 386-390.

-

11.

12.

13.
14.

15.

Song, W., Woo, L., Kim, J. S., Lee, K. M. In vitro activity
of B-lactams in combination with other antimicrobial
agents against resistant strains of Pseudomonas
aeruginosa. Int J Antimicrob Agents, 2003, 21, 8-12.
Stewart, P. S., Costerton, J. W. Antibiotic resistance of
bacteria in biofilms. Lancet, 2001, 358, 135-138.

Stone, J. H., Gabriel, M. M., Ahearn, D.G. Adherence
of Pseudomonas aeruginosa to inanimate polymers
including biomaterials. J Ind Microbiol Biotechnol, 1999,
23, 713-717.

Tolker-Nielsen, T., Brinch, U. C., Ragas, P. C,,
Andersen, J. B. et al. Development and dynamics of
Pseudomonas sp. biofilms. J Bacteriol, 2000, 182, 6482-
6489.

Trautner, B. W,, Hull, R. A., Darouiche, R. O. Colicins
prevent colonization of urinary catheters. J Antimicrob
Chemother, 2005, 56, 413-415.

Do redakce doslo 11.3.2009

MUDr. L. Cernohorskd

Mikrobiologicky ustav LF MU a FN u sv. Anny v Brné
Pekarska 53

656 91 Brno

e-mail: lenka.cernohorska@fnusa.cz

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

157



