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Osnova

» Antimikrobialni latky — deéleni, mechanismy
ucinku

» Mechanismy rezistence na ATB

» Zjistovani citlivosti/rezistence na ATB in vitro

» Fagova terapie



Moznosti kontroly poctu mikrobu

» Dekontaminacni metody — nejedna se o |éCiva!
PuUsobi vné organismu (viz. praktikum J04).

» Antimikrobialni latky — pusobi uvnitf organismu
(mozna take zevni aplikace).

» Imunizace — vyuziva prirozenych imunitnich
mechanismu makroorganismu (pasivni
imunizace, aktivni imunizace).



Druhy antimikrobialnich latek

» Celkové pusobici:
Antiparazitika (paraziti)
Antimykotika (kvasinky, vlaknité houby)
Antivirotika (viry)
Antituberkulotika (mykobakterie)
Antibiotika (bakterie)

» Lokalné pusobici:
Antiseptika



Mikroorganismy a vnéjsi prostredi

» Pozn. antimikrobialni latky (zjednodusene ATB —
antibiotika)

» Pusobeni vlivu prostredi — mezni hranice

» Pusobeni antimikrobialnich latek — dvé horni
meze:

MIC (minimalni inhibiéni koncentrace) — mez rustu
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Déleni antimikrobialnich latek

» Mikrobistaticky efekt (baktericidni efekt) —
inhibice rustu + nutna ucast imunitniho systéemu
pacienta. Vyuziti u neakutnich stavu.

Primarné mikrobistaticky efekt: koncentrace nad
MIC (MBC nedosazitelna — koncentrace toxicka pro
pacienta).
» Mikrobicidni efekt (baktericidni efekt) —
usmrcuji mikroby. U akutnich stavu, u
imunokompromitovanych pacientu.

Primarneé baktericidni efekt: MBC = MIC (toxicka
koncentrace vyssi nez MBC).



Mechanismy ucinku ATB - prehled

inhibice syntézy bunécné stény (baktencidni)
beta-laktamy (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy, karbapenemy)
glykopeptidy (vankomycin)
antituberkulotika (isoniazid, bakteriostaticky ethambutol)
inhibice syntézy nukleovych kyselin (baktericidni)
inhibice DNA-gyrasy (chinolony)
inhibice syntézy mRNA (rifampicin)
inhibice syntézy DNA kvasinek {flucvtosin)
inhibice syntézy DNA dematofyti (griseofulvin)
destrukce bakteridlni DNA (nitroimidazoly)
poskozeni bunécéné membrany (baktericidni)
bakteni (polypeptidy — kolistin, polymyxin B)
mikromycet {fungistatické azoly - ketokonazol, flukonazol, a polyeny — amfotericin B)
inhibice proteosyntézy
uéinek na 30S-jednotku ribosomu (baktericidni aminoglykosidy, bakteriostatické tetracykliny)
u¢inek na 50S-jednotku ribosomu (bakteristatické makrolidy, linkosamidy a chloramfenikol)
nove vyvijene (streptograminy, oxazohdinony)
antimetabolity (vétiinou bakteriostatické)
sulfonamidy, trimethoprim, kyselina p-aminosalicylova, baktericidni kotrimoxazol

Votava M. (2005) Lékarska mikrobiologie
obecna



ATB podrobnéji

» Pfrednasky nebo ucebnice
» Detailne ve farmakologii

» Povinné volitelny predmét ,,Zaklady

antimikrobialni terapie“ — VSAT081 (MUDr.
Renata Tejkalova)



Rezistence na ATB

» Primarni rezistence:

Kodovana geneticky (puvodni vlastnost), nemuselo
dojit k predchozimu kontaktu s ATB.

Zcela chybi nebo je necitliva cilova struktura
(modifikace funkcni nebo strukturalni).

Napf. betalaktamova ATB pusobici na bunéénou
sténu nepusobi na mykoplasmata, ktera bunécnou
sténu vubec nemaji



Rezistence na ATB

» Sekundarni rezistence:

Nutny kontakt MO s ATB — vznik v prubéhu léCby Ci
jako nasledek leCby predchozi = vznikaji necitlive
mutanty.

Rezistence specificka pro urcité kmeny jednoho
druhu (nebyva rezistentni cely druh jak tomu bylo u
primarni rezistence).

Déleni dle rychlosti vzniku a stupne rezistence:

Penicilinovy typ (vicestupnova rezistence) — vznika
postupné, lze prokazat laboratorné na médiich se
zvysujici se koncentraci ATB. Reverzibilni typ rezistence.

Streptomycinovy typ (jednostuprniova rezistence) —
rychly vznik vysoce rezistentnich kmenu. Ireverzibilni.



Mechanismy rezistence na ATB

» Zména ciloveé struktury: zména v miste
pusobeni ATB

» Hyperprodukce cilové struktury: bakterie
produkuje cilovy enzym v takovem mnozstvi, ze
jej nelze danou koncentraci ATB vyblokovat)

» Aktivni eflux: aktivni vypuzeni ATB pryC z bunky

» Impermeabilita: zmena propustnosti = ATB se
do bunky vubec nedostane

» Enzymaticka inaktivace ATB: stepeni ATB,
prenos funkcni skupiny



B — laktamova ATB

» Inhibuji syntézu bunécné stény (nepusobi tedy
na MO bez bunecné steny nebo na bakterie,
které nemetabolizuji). Pusobi na G+ i G-.

» Vazebné misto — transpeptidaza (PBP =
penicilin binding protein)

» Peniciliny, cefalosporiny vSech I:;(\y
» generaci, monobaktamy, o
» karbapenemy. R}’/H\ H( .

» B — laktamazy — enzymy Stépici SN
» B — laktamovy kruh = inaktivace AT~ ¢ "

wikipedia.org



B — laktamazy

» Geneticky podminéno (jak chromozomalng, tak
na plazmidech).

» Produkce G+ 1 G-.

» Penicilinazy: specificke pro peniciliny.

» Sirokospektré B — laktamazy (ESBL =
Extended-spectrum beta-lactamases): jsou
inhibovany inhibitory § — laktamaz, rezistentni k
PNC, CEF, monobaktamum. U€inné zustavaji
karbapenemy.

» ampC B — laktamazy: rezistentni kK PNC,
PNC+inhibitory, CEF, monobaktam;m,
cefamycinu. UCinné zustavaji karbapenemy.



Inhibitory [ — laktamaz

» Vazi se na aktivni centrum enzymu, cimz inhibuji
jeho hydrolytickou aktivitu.

» Samotné maji zanedbatelnou antimikrobialni
aktivitu.

» Pouzivaji se v kombinaci s 8 — laktamovymi ATB
(amoxicilin, ampicilin, piperacilin, cefoperazin,...).

» Kyselina klavulanova, sulbaktam, tazobaktam.



Epidemiologicky vyznamné typy rezistence

(1)

» MRSA — methicilin rezistentni stafylokoky.
Oxacilin ani Zzadna dalsSi 3 — laktamova ATB
nepronikaji dovnitf bunék. Casto zkfizena
rezistence na dalSi ATB (makrolidy,
linkosamindy). Citlivé na glykopeptidy.

» VISA, VRSA - stafylokoky CastecCtne/upiné
rezistentni na glykopeptidy.

» VRE — vankomycin rezistentni enterokoky.

Snadno se Sifi diky pritomnosti enterokoku v
prirozené mikroflore.



Epidemiologicky vyznamné typy rezistence
(2)

» ESBL — G- bakterie (nejCastegji klebsiely, ale
prokazano i u E.coli aj.).

» ampC B — laktamazy — citlivé zustavaji
karbapenemy a cefalosporiny 4. generace

» MLS - sdruzena rezistence na makrolidy a
linkosamidy a streptograminy u streptokoku a

stafylokoku. U Staphylococcus aureus zatim
vzacny vyskyt.



Antibioticka strediska, ATB politika

» Pouzivani sirokospektrych ATB — selekcni tlak,
prezivaji rezistentni kmeny bakterii.

» V nekterych zemich s volnym uzivanim ATB je
velmi vysoky pocet rezistenci.
» U nas:

ATB volna — lékari je mohou predepisovat zcela
volné a dle sveho uvazeni

ATB vazana — nutno schvaleni ATB strediska.
» ATB strediska — zrizovana pri mikrobiologickych
laboratorich, slouzi mimojine jako poradenska
centra. Sleduji vyvoj ATB rezistenci.



Metody zjistovani citlivosti in vitro (1)
» in vitro = v laboratori

» NezarucCuje 100% ucinnost |éCby, ale mohou
indikovat citlivost/rezistenci daného kmene na
ATB.

» Bézné pripady — dostacuji kvalitativni testy
(citlivy x rezistentni; difuzni diskovy test).

» Specifické pripady (rizikovi pacienti, rizikove
kmeny) — kvantitativni testy (nutno zjistit MIC;
E-test, mikrodilucni test).



Metody zjiStovani citlivosti in vitro (2)

» in vitro neodpovida in vivo:

U mocovych infekci — nutno breakpoint urcovat od
koncentrace ATB v mocCi a ne v séru.

U abscesl, infekci v kostech, u meningitid —
breakpointy vyjadrenim koncentrace v seru.

Infekce ve formeé biofilmu — nutno pracovat s
hodnotami eradikujicimi biofilm, neni stejné jako u
planktonnich forem bunék.



Difuzni diskovy test — provedeni

» NejCasteji na MH agaru:
PlosSné se vyoCkuje suspenze bakterii a nasledné se
nanaseji ATB disky (papirky napustene ATB) —
vétSinou 6 disku na béznou Petriho misku,
maximalne sedmy doprostred.

Misky i s disky se inkubuji v termostatu

Probiha difundace ATB z disku agarem do okoli
Druhy den — odecet tzv. inhibicnich zon
Citlivost/rezistence se stanovuje na zakladé velikosti
iInhibiCnich zon (pro kazde ATB specificka velikost)
Prumér zony je mensi nez stanovena hranice 2>
kmen je rezistentni - podani ATB je neucinne



Difuzni diskovy test — princip

» ATB difunduje z disku agarem a tvori gradient.
Cim dal je od disku, tim men&i koncentrace ATB.
V urcitém bode je koncentrace priblizne rovna
MIC = ATB prestava byt schopno inhibovat rust
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Difuzni diskovy test — rezistence

» Maximalni dosazitelna leCebna koncentrace je
nizsi nez MIC - nedochazi k inhibici rustu
mikrobu - mikrob je rezistentni na dané ATB
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Difuzni diskovy test — citlivost

» Maximalni dosazitelna leCebna koncentrace je
vySSi nez MIC - dochazi k inhibici rustu mikrobu
-> mikrob je citlivy na dane ATB
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Difuzni diskovy test — hodnoceni (1)

» Kvalitativni metoda.

» Srovhavame velikost namerené zony inhibice s
hodnotou referencni zény (vSe v mm) - v podstate
dochazi k porovnavani MIC vs. |leCebna koncentrace
(breakpoint).

» MIC nelze presné urcit pomoci diskoveho difuzniho
testu.

» Breakpointy:
mikrobiologicky BP, farmakologicky BP, klinicky BP

klinicky BP = prumérna koncentrace ATB dosazitelna v
moci/likvoru/séru po podani latky obvyklym zpusobem
BP jsou vytvareny CLSI, EUCAST



Difuzni diskovy test — hodnoceni (2)

Z4dna zéna:
Mikrob je
rezistentni

Zona je vetsi nez
hranicni: Mikrob
je citlivy

Zona existuje, ale je mensi nez
hranicni: Mikrob je rezistentni




E-test (1)

» Kvantitativni test.

» Princip podobny jako difuzni diskovy test, ale
misto disku je zde prouzek.

» V prouzku je napustena stoupajici koncentrace
ATB od jednoho konce k drunhemu.

» ZOona neni kruhova jako difuzniho diskového
testu, ale vejcita.

» Na papirku znazornena stupnice s koncentraci
ATB — jednoduchy odecet.



E-test (2)

(a) AmB Alone AmB + FLU

-
v
»
o

— - i
} 2 4 = I8
' “."' 1 -. 24 1
| .'3 1 _,ﬂ'p“'? ¥
[ 81 AmB ellipse | *
R MIC 12 mg/Lt 3 |
Nt 2 1 I 2 4
(i34 1131
3 [ 3¢ 1
-3? 5 ] r%1
. b -
*:-f';si | 1?3 I-".
Clear ellipse [ gei Iﬁ'. F]:\L .
> f o471l vt clhipse
MIC 0.25 mg/L| 847} 3
16231 -1
F V84 + 0V64
[ 12} Qg
. ;3081 . 31
2 AN 1294 ‘o 004+
(b) AmB Alone AmB + FLU
€ €
AP
A1
b 2 = .
L % i@ s 1
. M, ‘g T
8 : -
¢ i < 8
- R
18 it 18 4
L3 21
AL L% -3
AmB ellipse | 7% AmB ellipse | 1251
MIC 0.38 mg/L | 841 MIC 038 mg/L | %4}
8] Gz
[ fied

taizd P
gﬁ'@n\_\ fasjac ,oxfor:c@hrnalg.gﬁgﬁ



Mikrodilucni test (1)

» Kvantitativni test.

» Rust v tekutém médiu — sledujeme zakal/Cirost
media.

» Gradient ATB je vytvoren v radé dulk( v
mikrotitracni desticCce.

LI A0 4V 4

tedy tam, kde zustal dulek Ciry jako prvni).
» Srovnani s sablonou s danymi breakpointy.

» Vetsinou je obsazena cela destiCka, tedy testovano
je 12 ruznych ATB v 8 ruznych koncentracich.

» MIC < breakpoint = kmen citlivy

» MIC > breakpoint = kmen rezistentni



Mikrodilucni test (2)

A

koncentrace antibiotika
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ZiiStovani faktoru rezistence

[N

» Lze zjistit pfitomnost rezistentniho kmene vuci
Konkretnim ATB, tedy pritomnost konkrétniho
faktoru rezistence — napr. produkce
betalaktamaz.

» Proc tyto testy?

Testy citlivosti nejsou vzdy dostatecne spolehlivé
(Spatna difuze, atd.)

Potrebujeme vedet, o jaky typ rezistence se jedna
(ampC, MRSA,...)




Nitrocefinovy test pro detekci bézné
betalaktamazy

» Vysledky difuzniho i mikrodilu€niho testu neni
jednoznacne jasny -2 nitrocefinovy test.

» Pouziti u:
Neisserii (nahrada testu citlivosti na penicilin)
Haemophilus influenzae (nahrada testu citlivosti na
ampicilin)
Moraxella catarrhalis (nahrada testu citlivosti na
ampicilin)

» Prouzkovy test

» Dobré vysledky jen u skute¢né Cerstvych kmenu



Testovani produkce Sirokospektrych [3-
laktamaz (ESBL) (1)

» Principem je posileni ucinku ATB
klavulanovou kyselinou.
» Dostatecné pro diagnostiku, ale ne pro praxi.

» ,,1est dvoji synergie“ — deformace zony
betalaktamového ATB na strane privraceneho
disku s co-amoxicilinem.

» ,,CLSI test” — porovnani ucinku stejného ATB
s/bez klavulanoveé kyseliny.



Test dvojité synergie; CLSI

FIGURE 1- Double-disk synergy test for ESBL detection.

cefotaxim (CTX),
ceftazidim (CAZ),
ko-amoxicillin (amoxicilin s CCTX = CTX+CLA
klavulanovou kys.) (AMC) CCAZ = CAZ+CLA




Testovani produkce Sirokospektrych [3-
laktamaz (ESBL) (2)

» testovani konstitutivnhi ampC — porovnavame
zony citlivosti betalaktamu na MH agaru s
inhibitory ESBL a ampC - tedy na pudé bez
oxacilinu a s oxacilinem

» testovani indukované ampC — projevi se pouze
Vv pripade, ze bakterie je drazdena klavulanovou
Kyselinou Ci jinym aktivatorem

» nove typy betalaktamaz — metalobetalaktamazy
(hlavné u G— nefermentujicich) a
karbapenemazy (u ruznych G- bakterii)



Testovani indukované MLSg rezistence (1)

» MLSg= 14- a 16-Clenné makrolidy (erytromycin,
klaritromycin, spiramycin), 15-Clenny azalid
azitromycin, linkosamidy (linkomycin a
klindamycin), a streptograminy skupiny B

» MLSg maji stejny nebo velmi podobny
mechanizmus ucinku na G+ koky (50S
podjednotka ribosomu)

» Testovani vzorku stafylokoku a streptokoku
» Nevysetreni indukovane rezistence ke
Klindamycinu muze byt pfi€inou selhani
Klindamycinu v léecbe

» Klindamycin = spatny inductor ribozomalni

metylazy, erythromycin vsak produkci tohoto
enzvmit indukuie




Testovani indukované MLSg rezistence (2)

» Klindamycin je alternativa oxacilinu u nekterych
infekci, zpusobenych citlivymi kmeny
stafylokoku, zejména u osob precitlivélych k
penicilinu

» U infekci kuze a mékkych tkani, zpusobenych
komunitnimi kmeny MRSA, je klindamycin (vedle
kotrimoxazolu) jednou z prioritnich
terapeutickych alternativ

» Klindamycin je alternativa penicilinu (pripadné
aminopenicilinu) u nekterych infekci,
zpusobenych citlivymi kmeny streptokokd,
zejmena u osob precitlivelych k penicilinu



Testovani indukované MLSg rezistence:
D-test

» D-test pro kmen stafylokoka na MH agaru

» Vytvoreni deformovaneé inhibiCni zony ve tvaru
pismene D (D zony) kolem klindamycinu v

oblasti sousedici s diskem erytromycmu svedc:| 0
iIndukovane rezistenci k antibi

a) erytromycin (15ug),
b) klindamycin (2ug)




Testovani MRSA a VRE kmenu

» Pouziti specialnich screeningovych pud,
zpravidla chromogennich, specifickych pro
urcity rod a druh bakterie

» Obsahuji takové ATB, které inhibuji rust citlivych
kmenu (napf. vankomycin — rezistentni kmeny
vyrostou, citlivée nikoliv.

L
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Fagova terapie

» Ztrata ATB ucinnosti motivuje k hledani jinych
zpusobu |écby.

» Mozné udinky fagu &i fagoveého lyzatu (smés
bilkovin produkovanych fagem) na kulturu
mikrobu (v misté aplikace fagového lyzatu
bakterie budto rostou nebo nerostou).

» Fagy jsou vysoce specifické vuci bakteriim, které
napadaji.

» Pripadnée pouzivame preparaty, obsahujici jak
lyzat, tak 1 zivé fagy (napr. preparat STAFAL).




Ukol 1: Naockovani difizniho testu

» Pripravte suspenzi bakterie ve fyziologickem
roztoku s glukézou.

» Suspenzi naneste rovhomérné na misku s MH
agarem.

» Nechte zaschnout.

» Rozmistéete ATB disky opatrneé (nepropichnéte
agar) a rovnhomerne (nedavejte disky prilis blizko
K sob€) po povrchu agaru.



Ukol 2: Odecteni testt citlivosti

» Provedte odecet dvou sad testu citlivosti.

» ReferenCni hodnoty najdete ve zluté tabulce
(Cisla na discich znamenaji obsah ATB v ug).

» Predpokladany vysledek:

G+ mikrob G- mikrob
S. aureus E. coli
Sestava pro G+ vétsinou citlivé véts. rezistentni

Sestava pro G- véts. rezistentni vétsinou citlivé

Sirokospektra sestava vetsinou citlive vétsinou citlive



Ukol 3: Antibiotika k 1é¢bé mocovych infekci

» nektera ATB (napr. oxacilin Ci erythromycin) se
nehodi k IeCbé mocovych infekci, protoze jsou z
tela vyluCovany zluci a jejich koncentrace v moci
jsou zpravidla nizkeé

» neéktera ATB, ktera jsou k IéCbé mocCovych infekci
vhodna (dokonce nektera dosahuji dostatecné
terapeutické koncentrace pouze v moci)

» Priklady (tuCné = pouze k |éCbe cystitid):
cefuroxim, ko-trimoxazol, doxycyklin,
norfloxacin, nitrofurantoin



Ukol 4: Odecéteni mikrodiluéniho testu

» zjistéte a zapiste hodnoty MIC pro 12
testovanych ATB

» zakaleny dulek = rust

» Ciry dulek = inhibice rus!

» MIC < breakpoint = kmen citlivy
» MIC > breakpoint - kmen rezistentni



Ukol 5: Odeéteni E-testu

» odectete E-test, a zapiste, zda je kmen citlivy Ci
rezistentni, pomoci prilozeného breakpointu

» opet plati, ze MIC < breakpoint znamena, ze
kmen je citlivy, kdezto MIC > breakpoint -
rezistence

» tam, kde okraj zony krizi prouzek, je hodnota

MIC (pozor na nesymetrické a nepresné
ohranicené zony)



Ukol 6: Betalaktamaza u hemofilti

» produkce B-laktamazy se projevi zmenou reakcni
plosky (stejne jako napr. u oxidazoveho testu,
jen jina barva)

» z technickych duvodu (test spolehlivé funguje jen
u cerstvych kmenu) neprovadime prakticky,
obkreslite si obrazek z této prezentace



Ukol 6: Betalaktamaza u hemofilti

Testovani na prouzkul Testovani ve zkumavcd

Stér kolonic  BEi0minl [GdeSienvysiedky | |inokulacd PIORR  [DESHERINysiedky
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zakreslete do protokolu

9. Hodnoceni testu:
Negativni reakce: roztok ziistal Eerveny nebo v misté nanesené kolonie nedoslo k barevné zméné
Pozitivni reakce: roztok zeZloutl nebo v misté nanesené kolonie doslo ke vzniku Zluté zbarvené skvrny




Ukol 7a: Testovani produkce
Sirokospektrych betalaktamaz typu ESBL

» Cini-li rozdil mezi zénami kolem disku
cefotaximu bez inhibitoru a cefotaximu s
klavulanatem vice nez pét milimetru, Je kmen
povazovan za producenta ( iy
laktamazy

» totéz plati pro ceftazidim




Ukol 7b: ,ABCD*“ test

» U tohoto testu ovéfujeme pritomnost dvou typu
betalaktamaz najednou

» rozdily mezi jednotlivymi antibiotiky jsou typicke
bud pro B-laktamazu typu ESBL, nebo pro ampC
betalaktamazu konstitutivniho typu




Ukol 8: Detekce MLS;, rezistence u
stafylokokti: D-test

» klindamycin je spatny induktor ribozomalni
metylazy, erythromycin vsak produkci tohoto
enzymu indukuje

» ackoli velikost inhibiCni zony je dostacuijici,
vydava se V\'I.Q|Q(‘|Q “re7ig’ren’rn|'

& - T s
b "__‘.._ua-

Foto: O. Z.



Ukol 9: Screening kmenti na MRSA a VRE
» chromogenni pudy s ATB

MRSA na chromogenni pudé VRE na chromogenni padé



Ukol 10: Bakteriofagova terapie v praxi

» Na obrazku kmen stafylokoka naockovany tak,
Ze pokryva cely povrch méms

» Fagovy preparat zpusobil
pritomnost zén lyzy -
kmen je citlivy k danemu
fagovemu preparatu

(zde STAFAL).

> Neprltomnost zon Iyzy %




Po tomto cviceni byste méli umeét

» Védét, co jsou ATB vCetné mechanismu
pusobeni.

» Popsat mechanismy rezistence ATB vCetne
konkrétnich prikladu.

» Znat obsah pojmu ATB stredisko a ATB politika.

» Rozumet principu jednotlivych metod
pouzivanych pro testovani citlivosti na ATB, znat
jejich vyhody a nevyhody.

» Posoudit vyhody a nevyhody fagove terapie.



