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ABSTRAKT

Tato prace se zabyvd metodami testovani citlivosti bakteridlnich kment vici antibiotikiim,
a to zejména metodou Etestu (epsilometricky test), ktera je diky své jednoduchosti a ptesnosti
roz§itena jak ve vyzkumnych, tak i v klinickych podminkach. Porozuméni metodam testovani
je nezbytné pro spravné odecteni hodnoty MIC (minimdlni inhibi¢ni koncentrace) a pochopeni
interakce bakteridlnich bun¢k a molekul antibiotika. Cilem bylo zejména demonstrovat
souvislosti mezi mechanismem ucinku antibiotika s tvarem inhibi¢ni zony pii provedeni Etestu
a poukazat na mozné prekazky, které mohou zkomplikovat interpretaci vysledkut. Pfi literarni
reSersi byly sesbirany obrazové dokumentace vysledkt Etestli z riznych vyzkumt, které byly
vzajemné porovnany s tim, jak by mély inhibi¢ni zony vypadat podle fyzikalné-chemickych
zakoni o difuzi. Tvary inhibi¢nich zén jsou ovlivnény zejména rychlosti difuze, charakterem
molekul, vlastnostmi bakteridlniho kmene a zplisobem, jakym antibiotikum s bakterii

interaguje.
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ABSTRACT

The aim of this work is antibiotic susceptibility testing, especially the method of Etest. Etest
is a widespread technique due to its simplicity and accuracy in both research and clinical
conditions. Understanding the method and its influencing factors is necessary for accurate
reading of the MIC (minimum inhibitory concentration) and understanding of bacteria-
antibiotic interactions. The purpose of the study was to demonstrate connections between
antibiotic action mechanism and zone of inhibition shape. Also, to point out the obstacles that
might complicate results interpretation. The pictures of Etest results from research papers were
compared to the models of antibiotic diffusion. The zone of inhibition shape is affected by the
diffusion rate, molecular characteristics of antibiotic, by the bacterial strain performances and

by the specific bacteria-antibiotic interactions.
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1. UVOD

Testovani citlivosti bakteridlnich kmeni je ve vyzkumu a zejména klinické praxi klicové.
Vzhledem ke stoupajicimu poctu rezistentnich bakterialnich kment je pro 1écbu bakteridlnich
infekci nezbytné zvolit odpovidajici antibiotikum, viici kterému je patogen citlivy. K prevenci
Sifeni rezistenci pfispiva 1 podani dostatecné koncentrace antibiotik. Nastrojem, ktery tyto
informace poskytuje, jsou metody testovani citlivosti bakterii. Nejvyznamnéj$i z nich jsou
popsany v této praci. Pro pochopeni jejich principt a spravnou interpretaci vysledk je tieba
zohlednit vlastnosti antibiotika, testovaného kmenu i podminky, za jakych testovani probiha.
Je zadouci, aby testovani bylo co nejrychlejsi, nejjednodussi, nejlevnéjsi a hlavné nejptesnéjsi.
Metody jsou vyvijeny od samého pocatku pouzivani antibiotik k boji s bakteriemi a
s pokracujicim védecko-technickym pokrokem jsou vyvijeny stale nové. Dochazi ale také ke
zdokonalovani technik ptvodnich, které jsou zalozené na zakladnich fyzikélné-chemickych
principech. Nejcastéji se zaklddaji na principu difuze nebo na fedicich fadach roztoku

antibiotika (Baker ef al., 1991).

Na rozhrani téchto dvou skupin metod stoji metoda testovani pomoci ustdlené¢ho gradientu
koncentrace antibiotika, jehoZ nosi¢em je testovaci prouzek — Etest. Z prouzku se antibiotikum
difuzi 8ifi do agarového média, na kterém je kultivovan testovany bakteridlni kmen. Jedna se
o jednoduse proveditelnou kvalitativni metodu, jejiz vysledkem je pii spravném dodrZeni
protokolu jasné stanovend hodnota MIC. Vznikl4 oblast bez ristu bun¢€k — inhibi¢ni zéna — mé
elipticky tvar a podle stavajicich podminek riiznou excentricitu (Baquero et al., 1992). Jeji tvar
je zavisly na difuznich zdkonech, vlastnostech bakterialniho kmenu a v nékterych ptipadech
1 na mechanismu u¢inku antibiotika. Pokud dochazi ke vzniku nestandardniho tvaru zony, je
namisté hledat pfi¢inu ve vlastnostech bakterie nebo vlastnostech difuzni soustavy (Bonev,

Hooper a Parisot, 2008).

Cilem této prace bylo zmapovat principy, které stoji za metodami testovani citlivosti bakterii,
a faktory, které mohou ovlivnit jejich vysledky. Zejména se pak zabyva principem Etestu
a demonstraci souvislosti mechanismu uc¢inku antibiotika a tvaru vysledné inhibi¢ni zony.
Ditvodem bylo pozorovani béhem experimenti provadénych v Laboratofi fyziologie bakterii
PiF UK, kdy nékterd antibiotika vyvolavala na plotnach vznik zon zvlaStniho tvaru. Pficina
vzniku tohoto tvaru, ktery pfipominal dvé piekryvajici se inhibi¢ni zony, nebyla jasnd, coz bylo

prvotnim impulzem k tematickému zaméteni této prace.



2. ANTIBIOTIKA

2.1 Charakteristika antibiotik a jejich rozdéleni
Jako antibiotika jsou oznaCovany nizkomolekularni chemické slouceniny, které svym ucinkem
inhibuji rast mikroorganismii. Historicky byly za antibiotika oznaCovany pouze latky
produkované mikroorganismy, dnes je definice rozsifena i na latky jiného ptivodu, které vsak
také maji antimikrobialni G¢inky (Lancini et al., 1995). Tato prace se zabyva pouze latkami,

které ucinkuji proti bakteriim.
Lze je rozd¢lit do nésledujicich skupin podle pivodu:

Antibiotika vznikajici ¢innosti mikroorganismt (skupiny Bacteria a Fungi) jsou v piirodé
mikroorganismy vyuZzivana jako zplsob ochrany proti bakteriim v okoli producenta. Druhou
skupinou jsou antimikrobialni latky syntetické, nebo semi-syntetické, které jsou vyrabény

primyslovée nebo vznikaji modifikaci latek z prvni skupiny.

Krom¢ antibiotik sensu stricto existuji 1 latky s antimikrobidlnimi u€inky produkované vyssimi
organismy (napi. antimikrobidlni peptidy, které jsou soucasti imunitniho systému
mnohobunéénych organismi) (Hanson, Lemaitre a Unckless, 2019). Ty se sice mezi antibiotika
obvykle nefadi, ale vzhledem k moznostem jejich vyuziti, které se za urcitych okolnosti miize
s antibiotiky shodovat, jsou v této praci zminény i jejich mechanismy uc¢inku. Latky ze vSech
téchto skupin Ize déle rozd¢lit podle druhu u¢inku na baktericidni a bakteriostatické, nebo podle

mechanismu pisobeni (Madigan, Martinko a Parker, 2003).

2.2 Baktericidni antibiotika

Baktericidni antibiotika pfi pouziti dostate¢né vysoké koncentrace svym plsobenim s u¢innosti
vyssi nez 99,9 % zabijeji senzitivni bakterialni buiiky (Nemeth, Oesch a Kuster, 2015). Jejich
ucinek na zasazené buiky je tedy trvaly. Zasahovym mistem jsou procesy nebo komponenty,
bez kterych se buiika neobejde. Mezi mozné mechanismy (detailni popis viz nize) patii inhibice
syntézy DNA, RNA, proteini a bunééné stény a naruSeni cytoplazmatické membrany
(Kohanski, Dwyer a Collins, 2010). Mezi baktericidni jsou fazena napt. B-laktamova,

aminoglykosidicka a quinolonové antibiotika (viz. nize) (Keren et al., 2013).

Utinnost této skupiny antibiotik zavisi na riistové fazi dané bakterialni kultury, a tedy na jeji
rastové rychlosti. Letalita je nejvysSi u kultur ve fazi exponencialniho riistu, naopak na
nerostouci bakterie nema, ve vétsing ptipadi, antibiotikum vliv Zadny, nebo velmi maly (napf.

B-laktamy). Vyjimku tvoii nékteré fluorochinolony, které ptsobi baktericidné i na pomalu



rostouci a nerostouci bakterie (Eng ef al., 1991). U¢innost mize byt také snizena pfitomnosti
perzistujicich spoér nebo pritomnosti rezistentnich bunék (rezistence vznikla spontdnni mutaci)
(Keren et al., 2013). Lze tedy fict, ze vyse popsana definice neplati, nebot’ smrtici ti¢inek
se muze za raznych podminek liSit. Problematickym pfipadem muze byt napt. bakterialni
infekce, kde rostou bakterie kviili suboptimalnim podminkdm pomaleji nez laboratorné

testovana kultura, a antibiotika na n¢ budou tedy piisobit mén¢ (Eng et al., 1991).

Skupina baktericidnich antibiotik ¢asto indukuje v bunkach produkci hydroxylovych radikalu.
Vysledkem jejich ptisobeni jsou poskozeni vznikla béhem reak¢nich kaskad vedoucich ke smrti
buiikky (poskozeni Fe-S center v proteinech, nedostatek redukcénich ekvivalentt NADH,
stimulace Fentonovy reakce). Samotna pritomnost téchto radikala je ale pouze doprovodnym
jevem, ktery mulze slouzit k rozliSeni baktericidniho a bakteriostatického uc¢inku (Kohanski et
al., 2007). Primarnim smrticim mechanismem je znemoZznéni nékterého z nezbytnych
bunécnych procest, které vede ke slozité kaskadé biochemickych, strukturnich a genetickych

poskozeni (Kohanski et al., 2010).

2.3 Bakteriostaticka antibiotika
Bakteriostatické antibiotika inhibuji rist bakteridlnich bun€k (napft. zastavenim proteosyntézy),
aniz by je nevratn¢ poSkodila. Bakterie se jejich plisobenim dostdvaji do stavu podobného
stacionarni fazi. Uéinek t&chto antibiotik trva pouze, dokud jsou jeho molekuly piitomny
v médiu. Po jejich odstranéni mohou bakterie znovu obnovit naruSené¢ pochody (Bernatova
et al.,2013). Pti klinickém vyuziti téchto latek je k uplnému odstranéni infekce obvykle potieba

jejich spoluprace s funkénim imunitnim systémem pacienta (Nemeth, Oesch, a Kuster, 2015).

Rozdé€leni antibiotik na baktericidni a bakteriostaticka neni ve skute¢nosti tak jednoznacné, jak
vyplyva z ptedchozich definic, ale zavisi na konkrétnich podminkach. Smrtici Gc¢inek napf.
vétSinou nefunguje napii¢ vSemi senzitivnimi bakteridlnimi druhy, ale u nékterych pouze
inhibuje rast. Pii kontaktu antibiotika s velkym inokulem se jeho letalni aktivita taktéz snizuje

(Casto je ucinnost 90 - 99 %) (Nemeth, Oesch a Kuster, 2015).

2.4 Rozdéleni antibiotik podle cile zasahu
Latky s antimikrobidlnim U¢inkem lze rozdélit do uzSich skupin podle chemické struktury
a ptuvodu (napf. penicilinové antibiotika, fluorchinolony atd.) nebo do SirSich skupin podle
jejich zasahového mista. Nize nasleduje velmi strucny prehled zasahovych mist s popisem

mechanismu ucinku latek, které blokuji jejich funkci.



2.4.1. Syntéza DNA
Nejpocetnéjsi skupinou antibiotik zastavujici DNA syntézu jsou chinolony, které narusuji
strukturu bakteridlni topoizomerazy II a inhibuji ¢innost DNA gyrdzy a topoizomerdzy IV.
Ovlivnénim téchto enzymii je znemoznéna regulace nadobratek chromozomalni DNA,
aktivitu je mozno pomoci substituenti modifikovat na Sesti riznych mistech (Pham, Ziora
a Blaskovich, 2019). Dalsi skupinou antibiotik, kterd rovnéz zastavuji replikaci vazbou na DNA
gyrazu, jsou aminokumariny. Chinolony (napf. kyselina nalixidova, ciprofloxacin) svou vazbou
na A podjednotku gyrdzy stabilizuji komplex tohoto enzymu s navazanou DNA, kterou $tépi
na dvouvlaknovy zlom. V takovou chvili bakterie spusti SOS odpovéd a zastavi procesy
bunééného déleni, dokud nedojde k opravé DNA zlomu. Aminokumariny (napf. novobiocin)
oproti tomu kompetuji o vazebné misto s molekulami ATP na podjednotce B gyrdzy. Molekuly
ATP jsou nutné pro katalyzu vazby gyrdzy na vlakno DNA, a tedy pro zahajeni ¢innosti enzymu
(Trojanowski et al., 2019). Aminokumariny na rozdil od chinoloni nezpiisobuji poskozeni

DNA a nespousti SOS odpoveéd’ bunky (Schro, Goerke a Wolz, 2013).

2.4.2. Syntéza bunécéné stény
Latky, které se pouzivaji k inhibici polymerizace bakteridlni bunécné stény, jsou zpravidla
strukturni analogy D-alaninového postranniho fetézce jednotek peptidoglykanu. Proteiny, které
tyto monomery do peptidoglykanové sité zarazuji (PBPs — penicillin binding proteins), misto
nich rozeznavaji strukturu p-laktamového kruhu molekul antibiotika. Mezi PBPs patii
transpeptidazy a karboxypeptidazy (Schneider a Sahl, 2010). Bakterialni buiika bez moznosti
pokracovat v syntéze bunécné stény ztraci podstatnou cast své mechanické odolnosti, dochazi
ke zméné tvaru a velikosti buiiky, zastaveni déleni a pfi aktivaci autolyzinli (pouze u nékterych
bakterii) 1 kjeji lyzi (Kohanski, Dwyer a Collins, 2010). Dal$imi antibiotiky, kterd cili
na komponenty peptidoglykanové syntézy, jsou nékteré glykopetidy (napt. vankomycin), které

svou vazbou blokuji transportni funkci baktoprenolu (lipid II) (Soriano a Ponte, 2009).

2.4.3. Cytoplazmaticka membrana
Antimikrobidlni latky lze cilit rovnéz na nékteré komponenty cytoplazmatické membrany
grampozitivnich bakterii, 1 na komponenty obou membran bakterii gramnegativnich (Teixeira,
Feio a Bastos, 2012). Nejcast¢jSim mechanismem je rozruSeni struktury membrany zaclenénim
antimikrobialniho peptidu (AMP). AMP se mtize bud’ zac¢lenit do vnéjsi fosfolipidové vrstvy
a zpusobit tim snizeni integrity membrany, nebo se inkorporovat naptic¢ obéma membranovymi

listy. Molekuly AMP spolu po dosazeni prahové koncentrace vétSinou interaguji a tvofi

4



komplexy. Pfitéchto interakcich mohou na membranu pisobit jako detergenty nebo tvorit
definované oligomery, ¢imz dochédzi k deformacim a rozpadu membrany a v nékterych
ptipadech k tvorbé poért. Kromé strukturdlnich zmén dochdzi k poruseni membranového

potencialu bunék (Melo, Ferre a Castanho, 2009).

Ptesto, ze sekvence aminokyselin v AMP jsou zna¢n¢ diverzifikované, musi peptidové fetézce
splnovat nékolik strukturnich podminek, aby byla mozna interakce s bakterialni membranou.
Obvykle se jednd o molekuly do velikosti 10 kDa, s hojnym zastoupenim kladné¢ nabitych
aminokyselin. Kladny naboj umoziiuje interakci se zaporné nabitym povrchem bakterialni
buiiky. Vyssi struktury AMP se mohou skladat jak z a-helixt, tak z B-listi. Vysledny
polypeptid mé vétsinou amfipaticky charakter (Almeida a Pokorny, 2009).

Mechanismus tohoto typu latek s antibakterialnim ucinkem je odvozen od obranného
mechanismu, ktery se vyskytuje jako soucast vrozeného imunitniho systému napfic¢

mnohobunéénymi organismy (Hanson, Lemaitre a Unckless, 2019).

2.4.4. Syntéza RNA
Ptepis genetické informace z DNA do RNA — transkripce — je proces pro butiku zcela nezbytny.
Enzymem, ktery se v bakterialni buiice podili na jeho regulaci, a tedy ovliviiuje i regulaci
genové exprese, je DNA dependentni RNA polymerdaza — RNAP. Antibiotika, kterd brani
syntéze RNA, pracuji ¢asto na principu blokace jejich konformaénich zmén, nebo interferenci
s n¢kterym z jejich regulacnich faktort (napt. o faktory). Pokud maji tyto zasahy trvaly efekt,
dochazi ke smrti bunky. RNAP je multipodjednotkovy enzym a obsahuje tedy ftadu
potencialnich zasahovych mist pro antibiotika (Murakami, Masuda a Darst, 2002). Vyznamna
cast téchto antibiotik se vaze do oblasti pobliZz DNA/RNA Zlabku na B-podjednotku enzymu
a brani tvorbé fosfodiesterové vazby mezi nukleotidy nebo disociaci DNA/RNA komplexu.
Takovou skupinou jsou napf. ansamyciny. Konforma¢ni zména zplisobend jejich interakci
s enzymem brani vazbé Mg*", coz vede (jak bylo popsano vyse) ke znemoznéni disociace

DNA/RNA komplexu a zastaveni transkripce (Campbell et al., 2001).

2.4.5. Proteosyntéza
Ribosomalni syntéza proteini podle templatové mRNA — translace — je dal$im z kli¢ovych
procesti v chodu buniky a je tedy vhodnym cilem pro antibiotika. Mechanismem plisobeni
antibiotik dochézi nejcastéji k jejimu zastaveni ve fazi iniciace nebo elongace. V nékterych
ptipadech antibiotika mohou inhibovat i terminaci translace nebo recyklaci jejich komponent

(napt.EF-Tu, EF-G, IF2) (Wilson, 2014). Maléd (30S) ribosomalni podjednotka obsahuje tii



tRNA vazebna mista — A (aminoacyl), P (peptidyl), E (exit) — jejichz zablokovanim
je znemoznéno pokra¢ovani proteosyntézy. Antibiotika cilena na tuto podjednotku zpravidla
interaguji s jejimi rRNA soucastmi (napf. tetracyklin s 16 rRNA) (Brodersen et al., 2000).
Casto také interaguji s tzv. dekodujicim centrem (DC), které kontroluje spravné parovani
kodonit mRNA s antikodony aminoacyl-tRNA (Lin et al., 2018). Vazbami antibiotika mtize
dochazet napf. ke zméndm konformace ribosomalni podjednotky, snizeni flexibility
polypeptidického fetézce, vychyleni oblasti ribosomu, které rozeznavaji mRNA, inhibici
translokace tRNA nebo zabranéni tvorby 70S ribosomu interferenci s IF3 (Brodersen et al.,

2000).

Mechanismus ucinku vétSiny antibiotik cilenych na velkou (50S) ribosomalni podjednotku
zahrnuje interferenci s peptidyl-transferdzovym centrem (PTC), kde dochazi k tvorbé
peptidické vazby mezi aminokyselinami, nebo s mistem, kde nascentni peptidicky fetézec
ribosom opousti (nascent peptid exit tunnel - NPET) a které je zaroven dulezitym regulacnim
centrem translace. Timto zptisobem pusobi napt. makrolidy, skupina antibiotik, kterd svou
vazbou zmensi primér NPET. Jedna se tedy o mechanické zablokovani peptidického fetézce,
ktery se po vazbé nékteré¢ho z makrolidickych antibiotik do NPET nevejde a nemuize opustit
ribosom (Lin et al., 2018). Ke znemoznéni tvorby peptidické vazby muize dochazet napiiklad
kompetici molekuly antibiotika s postrannimi fetézci aminokyselin o vazebna mista v PTC,

nebo jeho konformacéni zménou (Davidovich, Bashan a Yonath, 2008).

Obe¢ podjednotky bakteridlniho (70S) ribozomu obsahuji vétsi mnozstvi dalSich potencialnich
cilti pro nové antibiotika. Jejich vyvoj je pfedmétem vyzkumu kvili rezistencim, které bakterie

dosud vyvinuly proti antibiotikiim stdvajicim (Brodersen et al., 2000).

2.4.6. Metabolismus kyseliny listové
Metabolismus kyseliny listové je pro Zivot bakteridlni buiiky nezbytny z ditvodu jeho spfazeni
se syntézou thyminu. Produktem této metabolické reakéni kaskady je tetrahydrofolat, ktery
je substratem thymidylat syntazy. Nedostatek thyminu zpiisobi v bufice stav tzv. thyminového
hladovéni, které nasledné vede k smrti. Nedostatek ostatnich bazi a jinych rastovych faktori
nema v bunice, narozdil od thyminu, vliv baktericidni, ale pouze bakteriostaticky (Cohen
a Barner, 1954). Thymin hraje nezastupitelnou roli pfi iniciaci replikace a pfi jeho nedostatku
se buniky dostanou do stavu nevyvazeného ristu. Pfi ném probihaji vSechny pro Zivot bunky
dualezité procesy kromé replikace DNA. Zastavena replikace vede ke vzniku dvou vlaknovych
zlom1, které se spolu s dalS§imi poSkozenimi hromadi v buiice. Cely tento proces, oznacovany
jako TLD (thyminless death), je propojeny schromozomalnim mazEF systémem
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programované bunécné smrti, béhem kterého dochazi k dalSim nevratnym poskozenim
a zménam konfigurace DNA (Ahmad, Kirk, a Eisenstark, 1998). MazEF operon obsahuje
sekvence pro syntézu labilniho antitoxinu MazE a stabilniho toxinu MazF. Pod vlivem TLD
se snizi exprese z mazEF promotoru, takze v bunice chybi antitoxin a dochézi k vySe zminénym
poskozenim, snizeni transkripce a translace, a jednd se tedy o idealni zdsahové misto
pro antibiotika (Sat, Reches a Engelberg-Kulka, 2003). Mezi antibiotika, ktera na rtznych
urovnich interferuji s metabolismem kyseliny listové, patii napf. sulfonamidy a trimethoprim

(Engelberg-Kulka et al., 2004).

2.5 Metody testovani citlivosti bakterii

Znat citlivost bakteridlntho kmenu vic¢i antibiotiku je dulezit¢ jak v klinické praxi,
tak v zakladnim vyzkumu. Antibiotika se rovnéz dostavaji do odpadnich vod (napf.
z nemocnicnich zatizeni ¢i zivo¢isné produkce), coz nasledné vede k $ifeni gent pro rezistenci
mezi bakteriemi ve volném prostiedi. Tento celosvétovy problém ziskava v poslednich letech
stale vEtsi pozornost a je dalsim z divodil, pro¢ je tfeba znat dobie vztah mezi bakterii
a antibiotikem (Zhang, Zhang a Fang, 2009). Metody testovani citlivosti mohou byt uzite¢nym
zdrojem informaci o tomto vztahu. Kromé zjisténi, zda zkoumana bakterie na antibiotikum
reaguje, se stanovuje minimalni mnozstvi antibiotika, které je mozné pouzit pro inhibici jejiho
ristu. Rizné metody se pouzivaji ik detekci rezistenci v bakteridlnich izolatech ziskanych
napt. od pacientt €i ze zkoumaného volného prostfedi. Zna¢na ¢ast testovacich metod je zavisla

na bakteridlnim riistu a vSechny pracuji s ¢istou bakterialni kulturou (Syal et al., 2017).

K vyjadfeni ucinnosti plisobeni antibiotika na vybrany bakteridlni kmen se b&zné pouziva
hodnot minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC — minimum inhibitory concentration), ktera
je v nékterych piipadech doplnéna hodnotou minimélni baktericidni koncentrace (MBC —
minimum bactericidal concentration). MIC (pg/ml) je nejnizs$i hodnota koncentrace antibiotika,
pii které dochézi k zastaveni rastu testované bakterialni kultury (Lambert a Pearson, 2000).
Bakterialni kmen je vzhledem k antibiotiku klasifikovéan jako citlivy v pfipadé, Ze je hodnota
MIC vétsi nebo rovna tabulkové hodnoté (tzv. ,,breakpoint®) (Wiegand, Hilpert a Hancock,
2008). U nékterych metod nastava problém pii testovani bakterii, které tvoti biofilm. Obvykle
totiZ reaguji na antibiotikum jinak neZz v laboratofi péstované planktonni formy a mohou mit
velmi odliSnou (zpravidla vyssi) hodnotu MIC. Pro takovy bakterialni kmen se tedy kromé MIC
muize udavat 1 MBIC (minimum biofilm inhibition concentration) (Macia, Rojo-Molinero

a Oliver, 2014).



V nasledujicich podkapitolach jsou popsany metody, které experimentalné stanovuji MIC

a MBC.

2.5.1. Dilué¢ni metody
Principem dilu¢nich (fedicich) metod je kultivace bakteridlnich kultur v né€kolika nddobach
s riznou koncentraci testovaného antibiotika v médiu. Jedna se o velmi spolehlivé, ale ¢asove
naroné metody, které vyzaduji precizni ptipravu. Pouzivaji se napft. ,,dvojkové® fedici tady,
kdy se zakladni koncentrace antibiotika v kazdém dalSim provedeni dvojndsobné snizi oproti
provedeni poslednimu (napt: 16, 8, 4, 2, 1 ug/ml). Tato metoda ma dv¢ varianty zalozené
na stejném principu. NejCastéji se pouziva kultivace kultury o definované koncentraci
v tekutém zivném médiu, napt. ve zkumavkach o objemu nékolika ml, z nichz kazda obsahuje
médium ojiné koncentraci antibiotika. Po dostate¢né dlouho trvajici kultivaci
se spektrofotometricky stanovuje koncentrace zivych (tedy nové narostlych) bunék
v jednotlivych nadobach a vyhodnoti se MIC podle toho, ve kterych koncentracich antibiotika
je aplikace tedicich fad antibiotik do médii pevnych. Stejné jako v pfedchozim ptipadé
se ockované médium nechd pti definované teplot¢ dostate¢né dlouho inkubovat a nasledné

se vyhodnoti, pti jaké koncentraci bakterie prestavaji rist (Wiegand, Hilpert a Hancock, 2008).

Pokrocilej§i a snaz$i variantou vySe zminéného postupu je metoda tzv. mikrodiluéniho
testovani, které principem odpovida fedéni v tekutém médiu, ale pracuje s vyrazné niz§imi
objemy. Pro toto testovani existuji i komeréné ptipravené, vétSinou jednorazové, sady (Obr. 1)

pro efektivni testovani nékolika antibiotik soucasné (Jorgensen a Ferraro, 2009).
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Obrazek 1 — Sada pro mikrodilu¢ni test; A-B oznacuje fadky se sériovym fedénim antibiotika.

1-12 jsou sloupce pro opakovani testu nebo pro vice druhti antibiotik (Veiga et al., 2019).



2.5.2. Difuzni metody
Principem téchto metod je spontanni prostup molekul antibiotika prostfedim pevného
agarového média (difuze v gelu), na které je inokulovana exponencialné rostouci bakteridlni
kultura. V oblasti, kam se dostane dostatecna koncentrace molekul antibiotika (MIC), dochazi
k inhibici ristu a tedy vzniku tzv. inhibi¢nich zon. Velikost téchto zon se nasledné pouziva ke

stanoveni citlivosti bakterialniho kmenu.

Castym provedenim je metoda vyuZivajici difuznich diskd. Jde o papirové disky (obvykle
z porézniho, napf. filtra¢niho, papiru), napusténé roztokem antibiotika a nasledné vysusené.
Pfi testu se umist'uji na Petriho misku se zao¢kovanou bakterialni kulturou. Z papirového disku
se agarovym médiem spontanné $ifi molekuly antibiotika, které radidln¢ kolem néj vytvari
gradient koncentraci. Po inkubaci za definovanych podminek (obvykle pti 35 °C pies noc)
je zméten pramér vzniklé kruhové inhibiéni zony, z né¢hoz je podle vztahu nize (1) vypoctena
hodnota MIC (Biemer, 1973). Tento vztah vychézi z feSeni diferencialni rovnice popisujici

volnou jednosmérnou difuzi (2).

(1) In(MIC) = In(c) — = (1)
0%c(x,t) dc(x,t)
@ D=5~ % =0 (2)

¢ — pocatecni koncentrace antibiotika; x — pramér inhibi¢ni zony; D — difuzni koeficient;

t — doba trvani difuze

Vztah c (¢, x) vyjadiuje zavislost koncentrace na vzdalenosti od stftedu disku a na dob¢ trvani
difuze. D — difuzni koeficient je na koncentraci nezédvisla veli¢ina vychdzejici z vlastnosti
difundujici latky a difuzniho prostiedi (rovnice 4 a 5 nize). Cim vy3§i je po¢atedni koncentrace
antibiotika obsaZena v disku, nebo jiném bodovém zdroji molekul, tim vétsi primér maji

inhibi¢ni zony (Bonev, Hooper a Parisot, 2008).

2.5.3. Etest (epsilometricky test)
Jedna se o gradientovou difuzni metodu. Technické provedeni je podobné difuznimu disku —
test je umistén na pevné agarové plotny zaoCkované exponencialné rostouci bakterialni
kulturou. Test, ve tvaru tenkého prouzku (,,stripu®), je obvykle vyroben z inertniho materialu
a jeho spodni strana nese piedpfipravend mnozstvi antibiotika ve formé vysuSenych kapek,
ze kterych se po aplikaci na agar antibiotikum $ifi do prostiedi a vytvoii stabilni gradient
koncentrace. Standardné¢ se jednd o gradient odpovidajici dvojkové diluéni tadé

o 15 koncentracich na vzdalenosti 45 mm (Bolmstrom, 1993). Plotny s bakteridlni kulturou



a Etestem se nasledné inkubuji za definovanych podminek (napf. no¢ni inkubace pii 37 °C),
doba inkubace vSak nesmi ptfesahnout dobu, kdy je gradient antibiotika stabilni. Stabilita
gradientu je garantovana nejméné 12 hodin. Hodnota MIC (pg/ml) je odectena piimo na
stupnici testu v misté, kde jej protind okraj vzniklé inhibicni zony. Pro jeji stanoveni tedy neni
oproti predeslé metod¢ potfeba dodatecnych vypocti. Vznikld inhibi¢ni zona je piiblizné
eliptického tvaru (Ericsson a Bolmstrom, 1988). Faktory, které ovliviiuji tvar této inhibicni

z6ny jsou podrobnéji popsany v kapitole 2.6.

2.5.4. Metody testovani na urovni jednotlivych bakterialnich bunék
Za urcitych okolnosti (napft. urgentni klinicky odebrané vzorky) hraje u volby testovaci metody
bakteridlnich kment roli kromé pfesnosti i rychlost jejiho provedeni. Za takovych podminek
neni mozné ¢ekat 12-20 hodin na vysledky kultivace a je nutné ptipadné rezistence detekovat
co nejrychleji. Rychlé metody nepracuji, na rozdil od metod kultivacnich, na principu detekce
zmén rustu bakterialni kultury (detekce méfenim optické denzity nebo pouze ,,okometricky®),
ale Casto na principu zmén na trovni jediné bunky. Sledovanym parametrem jsou zmény, které
v buiice probihaji v pribchu jejiho déleni — morfologické a metabolické. Pokud jsou zmény
spojené s délenim detekovany v pfitomnosti antibiotika, je viici nému testovand bakterie
senzitivni. Vyuzivané metody casto detekuji zmeény hned v ranych stadiich déleni (Chot et al.,

2014).

Né&které metody jsou zaloZené na optickém zobrazovani — napf. single-cell morfologicka
analyza (SCMA), tedy analyza zaloZzend na detekci morfologickych zmén na Urovni
jednotlivych bunék. Pomoci optickych mikroskopli jsou snimany bakterie imobilizované
(pomoci agardzy) v kanalcich mikrofluidnich €ipi, které rozméroveé odpovidaji jejich bunikam.
V kazdém kandlku jsou zdroje Zivin a antibiotika, ze kterych se molekuly difuzi stabilné
dostavaji k bakteriim (Obr. 2) (Choi et al., 2014). Timto zptisobem lze sledovat i zmény
metabolické aktivity, které bunéénému déleni piedchéazeji. Uvolnéné molekuly metabolitl jsou
v malych objemech uvnitf kandlu detekovany diky pfidanym fluorescencnim indikatorim

(napf. redoxni indikétor resazurin) (Boedicker et al., 2008).
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Dalsi moznosti detekovat u bakterii rezistence vici antibiotikim je jejich genotypizace
nebo hledani rezistenci pomoci genetickych znac¢ek (Boedicker et al., 2008). Analyzou genomu
je ovSem mozné najit pouze geny rezistence, jejichz sekvence jsou jiz zndmé u jinych bakterii

(Lupien et al., 2013).

Baldterialni bugky

fixované agarozou

Antibiotilea

Plastovy éip

Mikerofluidnd kanal

Obrazek 2 — Ptiklad metody analyzy bakteridlni citlivosti pomoci optického snimani na Grovni
jednotlivych bun¢k, pomoci ¢ipu s mikrofluidnimi kanalky. Upraveno dle (Choi et al., 2014)
2.6 Faktory ovliviiujici tvar inhibi¢nich zon p¥i Etestu

Pti testovani ptsobeni antibiotik pomoci difuznich metod dochézi ke vzniku tzv. inhibi¢nich
z6n — oblasti, kde je koncentrace antibiotika takova, ze zde nedochazi k bakterialnimu ristu
(c = MIC). Okraj inhibi¢ni zony je definovan jako misto, kde se dostatecnd koncentrace
antibiotika (kritickd koncentrace — ¢ ‘) pfi testovani poprvé setkd s populaci bakteridlnich bunék
(kriticka populace), jejichz rtst kviili vysoké hustoté jiz neni schopné inhibovat. Doba, za jakou
antibiotikum do tohoto mista doputuje, se nazyva kriticky ¢as a zavisi na ristovych vlastnostech
zkoumaného bakteridlniho kmenu, pocatecni velikosti inokula a nutriéni kapacité¢ média.
Vysledky testovani jsou tedy reproducibilni a platné pouze, pokud je gradient antibiotika
stabilni alesponi po dobu kritického ¢asu. U aerobnich bakterii se kriticky ¢as obvykle pohybuje
mezi 3-6 hodinami, u anaerobt je vzhledem k rozdilnostem jejich riistovych narokit mnohem
variabilnéjsi, ale u béZné testovanych kmenti kolisa mezi 5-12 hodinami. Tato doba znemoziuje
jejich testovani pomoci difuznich diski, nebot” se u nich gradient antibiotika béhem ¢asu méni
(velky primér inhibi¢ni zény v takovém piipad€é nutné neodrdzi citlivost, ale pomaly rast
bakterii). Zde ma vyhodu Etest, kde gradient zstava stabilni minimalné po dobu 12 hodin (Obr.
3) (Wiist a Hardegger, 1992; Bolmstrom, 1993).
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Obrazek 3 — (A) srovnani gradientu koncentraci antibiotika u difuzniho disku a Etestu, (B)

stabilita ustaveného gradientu v ¢ase (Bolmstrom, 1993).

Vliv kritického €asu na polomér inhibi¢ni zony je vyjadien vztahem (3) a lze jej demonstrovat
umisténim antibiotika na agarovou plotnu s bakteriemi, které byly preinkubovéany. V takovém
pripad¢ budou vznikat inhibi¢ni zony o mensim priméru a pii vypoctech je tedy tieba Casovy

rozdil (h) odecist od celkového Casu (7).
2 S
r“=4D(Ty — h)In (cl) 3)

Rovnovaha mezi kritickou populaci a kritickou koncentraci antibiotika je hlavnim faktorem,
ktery ovlivituje tvar vznikajici inhibi¢ni zony (Cooper, 1963). Faktory, které mohou touto
rovnovahou hybat a ovlivnit tim velikost a tvar inhibi¢ni zony, jako jsou vlastnosti antibiotika,

fyzikalni podminky difuze, ¢i specificka interakce testované bakterie s antibiotikem, jsou blize

popsany nize.

2.6.1. Rychlost difuze
Difuze je pohyb castic v prostiedi zptisobeny stdlym neusporadanym tepelnym pohybem castic
(Brownovym pohybem) a tendenci ¢astic vyrovnavat koncentraci v prostiedi — tj. pfechazet
z mista s vyssi koncentraci do mist s koncentraci nizsi. Pokud tedy difuze probihé po dostate¢né
dlouhou dobu, dojde k vyrovnani koncentrace ve vSech mistech soustavy. Pti difuzi nedochazi

ke spotiebé energie — jedna se tedy o d&j samovolny (Bartikova a Sigkova, 2005).
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Mechaniku pohybu castic v plynném nebo kapalném difuznim prostiedi popisuje 1. Fickv
zakon (4). V prostfedi, kde neni uniformni koncentrace castic, plati v kazdém case pro

kteroukoliv z nich.

dc d?c
(%), =2 (&), @
Pti testovani antibiotik dochdzi k difuzi radialni, kterou popisuje upravena rovnice pro

1. Fickiv zékon (5). Zdroj testované latky je v takovém nadbytku, ze jej 1ze povazovat za

neomezeny.

dc d?c | 1dc
(&), =P (G +7%), )
Pokud je zdroj antibiotika bodovy, prakticky s velmi malym primérem, lze jej v porovnani
s prumérem (r) vznikajici inhibi¢ni zony zanedbat. Pak plati pro vypocet priméru inhibi¢ni

zony vztah (6) (Cooper, 1963).
r2=[InCy — InC' — In(2DT)] (6)

Probiha-li difuze ve stacionarni soustavé, Ize jeji rychlost vyjadrtit difuznim tokem — J;, ktery je
definovany jako latkové mnozstvi, které projde jednotkovou plochou kolmou ke sméru difuze.

Difuzni tok je podle 1. Fickova zdkona vyjadien vztahem (7).

] = & [mol * m™2 % s71] (7)
Nebo také:
dc Ac
]——D*V(c)——D*a——D*E (8)

Zde figuruje gradient koncentrace (c) na urcité¢ vzdalenosti (x) a kde difuzni koeficient (D)
popisuje schopnost latky difundovat prostiedim v zavislosti na teplote, viskozité prostiedi a

velikosti ¢astic. Je definovan Einsteinovou rovnici (9)

K*T
D == ©)

Pro kapalné prostiedi plati Einstein-Stokesova rovnice (10) (Bartakova a Siskova, 2005):

K+T K*T
D = T oo R (10)
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K — Boltzmanova konstanta; T — absolutni teplota;
f—koeficient tfeni; n — viskozita disperzniho prostredi;
R — hydrodynamicky polomér ¢astic

Pro molekuly kompaktni struktury lze hydrodynamicky polomér umérné vztahnout

k molekulové hmotnosti (11) (Tokita, 2016).

R x Mév [Da] (11)
Etest se provadi na agarovém médiu gelového charakteru. Gely fadime ke koloidné disperznim
soustavam, ve kterych dochéazi ve srovnani s kapalinami nebo plyny k difuzi zna¢né pomalejsi.
Jedna se o porézni sit’ polymerizovanych molekul, které mohou byt podle konkrétnich molekul
propojeny kovalentné, nebo diky slabym vazebnym interakcim. Hustota této sité, a tedy
velikost por, urcuje jeji difuzni vlastnosti — viskozitu (1) a koeficient tfeni (f) (10) (Bartakova

a Sigkova, 2005; Tokita, 2016).

2.6.2. Vlastnosti difuzniho prostredi
Pro kultivaci bakterii pfi testovani citlivosti se pouzivd zivné médium zpevnéné agarovym
gelem. Jedna se o polysacharid extrahovany z motskych tas (skupina Rhodophyta), ktery je
tvofen D- a L-galaktéozovymi jednotkami. Bylo prokazéano, Ze tyto jednotky tvoii 2 rtzné
polysacharidy srlznymi vlastnostmi — agaréza (tvofici pruznou gelovou strukturu)
a agaropektin (zvySujici pevnost gelu). Agardza je linearni polymer bez elektrochemického
naboje, tvofeny B-D-galaktdézou a 3,6-anhydro-L-galaktézou, které poji glykosylicka vazba.
Agaropektin je tvofen stejnymi jednotkami, ale n€které¢ 3,6-anhydro-L-galaktozové cykly jsou
nahrazeny L-galakto-6-sulfatem nebo metoxylem ¢i pyruvatem, které sniZuji pruZnost gelu

(Helleur et al., 1985).
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Z hlediska difuze jsou dilezitymi vlastnostmi agarového gelu zejména jeho koncentrace
a slozeni, které determinuji jeho mechanické vlastnosti. Plati, ze se zvySujici se koncentraci
je polysacharidova sit” hustéjsi, zuzuji se pory (Obr. 4) a zvySuje se jeho mechanickd odolnost.
Tu dale zvySuje 1 zastoupeni anhydro-galaktozovych jednotek (Bertasa et al., 2020). Hustota
a velikost port ovliviiuji vyslednou viskozitu gelu (1), ktera je jednou ze slozek koeficientu
tteni (f) v Einstein-Stokesové rovnici (9) (De Genne, 1981). Pii nizSich hodnotach

pH se polysacharidové fetézce smrsti (Bertasa et al., 2020).
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Obrazek 4 - Velikost porit <a> (nm) jako funkce koncentrace agardzy C (%) (Pernodet,
Maaloum, a Tinland, 1997).

Doporucend tloustka agaru pro provedeni diskového difuzniho testu a Etestu jsou 4 mm
(Lalitha, 2004). Pokud ma vrstva agaru na plotn¢ tloustku jinou, mize dojit ke zméné difuznich
vlastnosti prostiedi, a tedy i k naméfeni odli§né hodnoty MIC. Cim siln&j3i je agarova vrstva,
tim mensi je vznikla inhibi¢ni zona, a tedy vy$si naméfend hodnota MIC. Zavislost namétené
MIC na tloust’ce agarové vrstvy se zvysuje s difuznim koeficientem antibiotika, ktery koreluje
s jeho molekularni hmotnosti. Nejvice se tedy projevi u antibiotik s mensimi molekulami, které
jsou schopné v prostiedi difundovat nejrychleji. Takové molekuly rychle difunduji ze zdroje
do prostiedi, a pokud je tloustka agaru vétsi nez 4 mm, dochazi ke zfedéni nastolené¢ho
gradientu. To je diivod vzniku menSich inhibi¢nich zon (kritickd koncentrace) a naméteni

vys$$ich hodnot MIC. Vétsi molekuly difunduji pomaleji, a tedy nedochdzi k tak vyraznému

zfedéni gradientu (Flanagan a Steck, 2017).
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Pokud dojde k dehydrataci agarovych ploten (napf. jejich dlouhodobou expozici na vzduchu),
snizi se odparem vody jejich hmotnost a zméni se struktura gelu. Cim vice je agar
dehydratovany, tim vys$si jsou hodnoty namétené MIC a tedy mensi prumér inhibi¢ni zény
(Flanagan a Steck, 2017). Kvalita agaru a média mize zménit vysledek testu i z divodu
rozdilnych nutri¢nich vlastnosti, které ovliviiuji rast bakterii. Nektera média mohou zptisobit
rozmazané okraje inhibi¢nich zén, ¢imz mutze dojit k nepfesnému odecteni hodnoty MIC

(Bolmstrom, 1993).

2.6.3. Velikost inokula
Pokud je pfi difuznim testu pouzito pfili§ velké inokulum (¢ > 10’ CFU/ml), dojde ke vzniku
vyrazné mensi inhibi¢ni zony, a tedy k naméfeni nizSich hodnot MIC, neZ pfi pouziti inokula
mensiho. Tento jev se nazyva efekt inokula. Naopak nékteré bakterialni kmeny se pak mohou
pii testovani piili§ malych inokul (¢ = 10° CFU/ml) jevit jako citlivé, piestoze

v koncentrovanéjsich kulturach na antibiotikum nereaguji (Brook, 1989).

Efekt inokula (EI) je nejvice zkouman u B-laktamovych antibiotik. Hraje zde roli B-laktaméza
— enzym exkretovany rezistentnimi kmeny, ktery degraduje molekuly antibiotika v prostiedi.
Dochazi tim ke sniZovani jeho koncentrace v prostfedi, coZ umoziiuje bakteriim zmensSit
velikost inhibi¢ni zony. Z ostatnich skupin antibiotik je EI zndm naptf. u makrolidd,
antimikrobialnich glykopeptidi, sulfonamida a fluroquinolonti. /n vivo dopad EI neni zatim
zcela ozfejmén. Klinicky byl prokazdn pouze u nékterych modelovych patogent,
a to u bakteridlnich nakaz, které vytvareji velké populace napt. v krevnim obéhu (Smith
a Kirby, 2018). Pokud ale uvazujeme tak, Ze pocet molekul antibiotika potfebny k zabiti jedné
bakterie se neméni, pak pii kazdém pouZiti ptili§ velkého inokula nastane situace, kdy molekuly
antibiotika nebudou stalit pro vétsi pocet bakteridlnich bun€k a lze tedy tento jev ocekavat

u vSech bakterii.

2.6.4. Vlastnosti molekul antibiotika
Vzdalenost, jakou jsou molekuly antibiotika schopny v prostfedi urazit (tedy pramér vzniklé
inhibiéni zény — x), zavisi na po¢atecni koncentraci (C’) a vlastnostech difuzni soustavy (D a T)
zpusobem vyjadienym v rovnici (6), kterd vychéazi z Fickova zdkona pro volnou difuzi (5)
(Cooper, 1963). Z této rovnice je odvozen vztah (13) pro vypocet MIC (Bonev, Hooper
a Parisot, 2008). Tento vztah lze pouzit pro vypocet velikosti zony se stanovenou hodnotou
koncentrace.

In(MIC) =1InCo — = (12)
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Chovani molekul amfipatického (napf. nisin a subtilin), nebo hydrofobniho charakteru (napf.
tetracyklin, gentamicin), se od pfedepsané rovnice liSi. Velikost jejich inhibi¢nich z6n
se s klesajici vychozi koncentraci (Cp) nesnizuje kvadraticky, jak je popsano vyse (12), ale spise
linearné. Z této zavislosti vyplyva, ze difuze takovych molekul probiha oproti modelu volné
difuze pomaleji. Dochazi k tomu vlivem moznych interakei s prostiedim, které béhem difuze
zpusobuji zpomaleni az zastaveni (Ubytek funkénich) molekul. Pro takové molekuly plati
rovnice pro disipativni difuzi (13), kde jsou oproti ptedeslym vypoctim zahrnuty i disipativni
vlastnosti soustav (V' — disipativni koeficient) (Bonev, Hooper a Parisot, 2008).

d%c(x,t) Ly de(xt)  de(xt) _

D
dx? dx dt

0 (13)

Resenim této rovnice je vztah (14), ktery plati pro prostiedi, kde b&hem difuze dominuje
absorpce molekul antibiotika. Lze z néj vyvodit, Ze antibiotikum se tidi zadkony pro volnou

difuzi, v pfipadé, ze V> < 4D (Bonev, Hooper a Parisot, 2008).
In(MIC) =1In(c) — (V £ VV2 —4D)x (14)

Pokud difundujici molekuly nesou elektricky néboj, dojde k tvorbé gradientu, ktery difuzi
zpomaluje. Lze tomu zabranit pfidanim soli, jejiz 1onty difunduji rychleji neZ antibiotikum.
Jejich naboj brani tvorbé gradientu antibiotika. Koncentrace (vétSinou do 5 %) ptidané soli
(napt. NaCl, nebo CaClz) pak pfimo ovliviiuje difuzni koeficient. Pfidanim soli ale zaroven
hrozi, Ze dojde k tvorbé komplexu s molekulami antibiotika nebo k nezddoucim interakcim

s bakteriemi, coz je dlivodem, pro¢ se v praxi zpravidla nepouziva (Cooper, 1963).

2.7 Interpretace tvari inhibi¢nich zén u Etestu
V této kapitole nésleduje vystup jednoduchého experimentu, pii kterém jsem srovnavala
vysledky Etestu osmi riznych antibiotik proti bakterii Staphylococcus aureus. Popudem k jeho
provedeni bylo pozorovani vzniku zvlastniho tvaru inhibi¢ni zoény béhem experimentl
provadénych pii testovani daptomycinu (Obr. 11) (Seydlova et al., 2019). Cilem bylo vzajemné
srovnani vyslednych tvarli v souvislosti s riznymi vlastnostmi antibiotik a nasledné s vysledky

Etestu.

K experimentu bylo vybrano 8 antibiotik sriiznymi zisahovymi misty a vlastnostmi
(erytromycin, oxacillin, streptomycin, daptomycin, kyselina fusidova, polymyxin B, rifampicin
a ceftriaxon). Testovaci prouzky Etestu (Liofilchem) byly aplikovany na Petriho misky
s Mueller-Hintonovym agarem (Mueller a Hinton, 1941) (2% agar v objemu 20 ml na misku),

zaoCkovanym inokulem Staphylococcus aureus CCM 4223 (Vinokuium = 1 ml na agarovou plotnu)
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ve fazi exponencialniho riistu (107 CFU/ml). Test kazdého antibiotika byl proveden dvakrat
s podobnym vysledkem. Misky s testy a bakteriemi byly po aplikaci Etestu pies noc
inkubovany pfti 37°C. Petriho misky s vysledky Etestu byly nasledné nafoceny a pouzity pro
srovnani. V této praci jsou, pro ilustraci rozdili mezi antibiotiky s vyrazné¢ odliSnymi
molekuldrnimi hmotnostmi, uvedeny pouze snimky tii antibiotik, u kterych vysla podobna

hodnota MIC — oxacillin, erytromycin a daptomycin.

Velikost a tvar inhibi¢ni zony Etestu jsou vlastnosti kli¢ové pro pfesnou determinaci citlivosti
bakterie vii¢i zkoumanému antibiotiku. Za modelovych podminek se elipticky tvar a charakter
inhibi¢ni zony odviji od fyzikalné-chemickych vlastnosti molekul antibiotika, agarového gelu,
bakterii a laboratornich podminek. Pro srovndvani antibiotik by tak mély byt pouzity zcela
identické postupy a totozny bakteridlni kmen. Pokud jsou tyto podminky dodrZeny, lze
ptedpokladat, ze vznikly rozdil tvaru zony je zplisoben vyhradné vlastnostmi antibiotika, ¢i jeho
mechanismem ucinku. V literarnich pramenech se ovSem casto v ruznych laboratofich
setkavame s rozdily v metodice (napt. v médiich) a jejich vysledky tak nejsou vzajemné zcela

porovnatelné.

Nejsnaze lze podle rovnice (12) pfedpoveédéet vliv molekularni hmotnosti (M) (Graf 1). Skutecné
vysledky Etestu pro antibiotika s rliznou M (Obr. 5) tento vliv potvrzuji, ovSem velikostni rozdil
mezi antibiotiky se od teoretickych hodnot 1isi. Pro srovnéni jsou pouzita antibiotika, u kterych
vysla podobna hodnota MIC (cca 0,25-0,5 pg/ml). V porovnani s hodnotami v literatufe se
jedna o podobné vysledky, které se liSi se maximalné o 1 fedéni (Hobson, 1954; Schuster et al.,

2015; Seydlové et al., 2019)

Rozdil mezi skute€nymi rozméry inhibi¢nich zon jednotlivych antibiotik (oproti teoretickym
hodnotam) je vétsi (Tab. 1). Nejvice je patrny rozdil mezi nejvetsi zonou oxacillinu (x = 1,85
cm) a nejmens$i zoénou daptomycinu (x = 0,89 cm), ktery je u skuteCnych vysledkli zhruba
dvojnésobny. Jednd se pravdépodobné o efekt vlastnosti molekul antibiotika (tvar molekul ¢i
jejich interakce s médiem), které nejsou v rovnici pro difuzi zohlednény. Svou roli hraje také
vySe popsana kriticka koncentrace (c ), jejiz hodnota je ovlivnéna zpiisobem, jakym bakterie
s antibiotikem interaguje a u uvedenych ptikladl se tedy liSi. Na snimcich Staphylococcus
aureus s daptomycinem a erytromycinem (Obr. 5B a C) je také zietelny rozdil v okrajich
inhibi¢nich zén (vyrazné ostiejsi pfechod u daptomycinu), ktery taktéz (vzhledem k stejnym

podminkam pro testovani vSech antibiotik) souvisi s mechanismem uc¢inku.
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Kriticka koncentrace (¢' = 10 mol/l) v Case (t = 12 hod)
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Graf 1 — Matematicky model (15) efektu molekuldrni hmotnosti antibiotika na velikost
inhibi¢ni zény (x), kterd je definovdna jako vzdalenost, kterou molekuly antibiotika urazi
z jejich zdroje na inertnim stripu. Je zde zndzornéna distribuce kritické koncentrace (c‘) podél
Etestu po uplynuti 12 hodin. Pocate¢ni koncentrace (co) jsou hodnoty fedici fady, ktera tvoti
gradient antibiotika na Etestu. Hodnota ¢  je hypotetickd a je v tomto grafu pouZzita pro srovnani

vlastnosti jednotlivych antibiotik.

Obrazek 5 — Srovnéni velikosti inhibi¢nich zén Etestu po noc¢ni inkubaci Staphylococcus

aureus s oxacillinem (401 Da) (A), erytromycinem (733 Da) (B) a daptomycinem (1620 Da)

(C). Hodnota MIC se u vsech tii antibiotik pohybuje v intervalu 0,25-0,5 pg/ml.

19



Tabulka 1 — Srovnani velikostnich rozdilii mezi inhibi¢nimi zénami jednotlivych antibiotik u
modelové situace (x») a realnych hodnot (x,). Vzdalenost je méfena v bod¢ nejvyssi

koncentrace antibiotika.

Xm (cm) Xr (cm)

oxacillin 1,75 1,85
erytromycin 1,58 1,27
daptomycin 1,39 0,89

Pro tvorbu modelu (Graf 1) jsem pouzila rovnici (12) a z ni odvozeny nasledujici vztah (15),

pro vypocet velikosti (x):

x= 4J—4*Dxt+(nc —Incy) (15)

t = 12 hod; c® = 256; 128; 64... 1 pg/ml (odpovida zdrojovym koncentracim na Etestu)
pievedeno na mol/l; ¢ ‘= 107 mol/l — hodnota kritické koncentrace, pro kterou plati, Ze je v &ase

t ve vzdalenosti x

Pro vypocet difuzniho koeficientu D byla pouZita rovnice (10).

T = 310 K; R jednotlivych antibiotik byl vypocten z jejich molekularnich hmotnosti podle
vztahu (11)

n = 0,2 Pa*s — viskozita pfiblizn¢ odpovidajici 1,5% agardze, méfeno pii ¢t = 46 °C (Mijangos a
Duskova-Smrckova, 2008)

Nestandardni tvary inhibi¢ni zony mohou za urcitych okolnosti znesnadnit u Etestu odecitani
hodnoty MIC. N¢ékteré mohou vzniknout nesprdvnou manipulaci s testem (napf. nesoumérna
inhibi¢ni zoéna, posun zony mimo gradientovy prouzek), mozné dalsi pfi¢iny jsou nastinény

v nasledujicich odstavcich.
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2.7.1. Rezistentni kmeny
Bakterie vystavené antibiotikiim, ktera se vyskytuji v prosttedi (at’ uz z vlastni produkce
bakteridlniho druhu, nebo z produkce jinych mikroorganismi), se jejich ucinku brani pomoci
rezistenci. Rezistence mohou vznikat spontanni chromozomalni mutaci nebo se do bakterialni
bunky dostanou horizontalnim genetickym pfenosem (mobilnimi genetickymi elementy). Diky
nému se mohou geny pro rezistenci $itit i mezi butikami riiznych druhti. Rezistence 1ze podle
jejich mechanismu rozdélit do 4 kategorii — 1) modifikace cilového mista (vznik spontannich
mutaci), 2) enzymaticka inaktivace antibiotika (St€peni B-laktamového kruhu, acetylace
chloramfenikolu), 3) odstranéni antibiotika pomoci tzv. efflux pump, 4) metabolickd klicka
(alternativni PBP). Pii klinickém testovani antibiotik je detekce rezistentnich kment klicova

(Madigan, Martenko a Parker 2003).

Ne vSechny bakteridlni kmeny se vSak pfi expozici antibiotiku chovaji homogenné. Pokud se
u domnéle izogenniho kmene vyskytne subpopulace bunék, kterd na antibiotikum reaguje jinak
nez zbytek populace, mize u nékterych testovacich metod dojit ke komplikacim pii rozhodnuti,
zda se jednd o citlivy/rezistentni kmen. V nékterych ptipadech je stanoveni platné MIC
prakticky nemozné. Heterogenita rezistence, tzv. heterorezistence, je definovand ptitomnosti
variabilni odpovédi vici antibiotiku v bakterialni populaci. V praxi se miize jednat naptiklad
o kmeny, které rostou pii vySsi koncentraci antibiotika, ale pfi nizSim fedéni zadny rist
nevykazuji (El-Halfawy a Valvano, 2013). Heterorezistentni kmeny lze také definovat
pfitomnosti urc€ittho mnozstvi necitlivych subpopulaci v bakteridlni kultufe (napf.
u heterorezistentnich kment rodu Staphylococcus se rezistentni buiky vyskytuji
s pravdépodobnosti 107'%) (Nakipoglu et al, 2005). Signidlem odhalujicim piitomnost
heterorezistence muize byt napf. rozpor mezi hodnotami MIC naméfenymi pomoci rtiznych
testovacich metod, coz je zpisobené riznymi typy detekce citlivosti (nékteré metody se
zam¢eiuji napf. na ubytek buné€k, jiné na zmény v rychlosti rlstu), nebo pifitomnost kolonii

o0 malém primeéru v inhibi¢ni z6né (viz Obr. 6).

U nékterych kmenl Staphylococcus aureus je navic zndma tzv. termosenzitivni
heterorezistence, kdy se bakterie chovaji rozdiln€ v zavislosti na okolni teploté. Piikladem je
rezistentni subpopulace MRSA (methicillin-resistant S. aureus) kmene, kterd pti ¢ = 30 °C
vykazuje rist (MIC = 600-1000 pg/ml), zatimco pt ¢ = 37 °C svou odolnost ztraci (MIC = 5
pg/ml) (Hartman a Tomasz, 1986).
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Obrazek 6 — Rust kolonii uvnitf inhibi¢ni zény je jednim z projevl heterorezistence
bakteridlniho kmenu. (A) Acinetobacter baumannii + imipenem (Superti et al., 2009); (B)
Klebsiella pneumoniae + imipenem (Tenover et al., 2006); (C) Enterococcus faecium ~+
vankomycin (vnitini kolonie vyznaceny krouzkem) (Khan et al., 2008); (D) Acinetobacter

baumannii + meropenem (Superti ef al., 2009).

2.7.2. Rozsahly rist uvnitf inhibi¢ni zony
Kromé malych kolonii rezistentnich mutantll se miZe v inhibi¢ni z6né objevit i oblast
rozséhlejSiho rlstu, a to nejCastéji podél testovaciho prouzku nebo ve formé plynulého
prechodu mezi inhibi¢ni zénou a bakteridlnim porostem (chybi zde jasné rozeznatelné hranice).
Ptechodova zona ma zpravidla charakter tenkého biofilmu a mtize byt zpiisobena bakterialni
rezistenci (viz vySe) nebo specifickou schopnosti plazivého pohybu po pevnych povrsich,
tzv. swarmingu (Obr. 7). Tato schopnost, zndama pouze u nckterych bakterii (napt. Proteus
mirabilis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa), je spojena s tvorbou biofilmu
a je charakteristicka pritomnosti vys$iho poctu laterdlnich bi¢ikti a propojenim bunék
do pohybujicich se rafti. Buiiky s touto schopnosti jsou tak schopné se po poklesu koncentrace

v inhibi¢ni z6né dostat mimo oblast rastu. (Kearns, 2010).

Pti nékterych kombinacich antibiotik s bakteridlnimi kmeny dochézi k nestandardni zavislosti
ucinku antibiotika na jeho koncentraci. Dochazi tak napf. ke sniZeni baktericidni aktivity
pti hodnotéch koncentrace vyssich nez MIC. Mechanismus paradoxniho efektu, jak je tento jev
oznacovan, neni univerzalni, ale zpravidla souvisi s bakterialnimi rezistencemi. Nej¢astéji jsou
to rezistence proti B-laktamovym antibiotikim (Eagle a Musselman, 1948). Mechanismus
zpravidla zavisi na nékolika faktorech, a to na intenzit¢ indukovani syntézy p-laktamazy,
na stabilité¢ molekul antibiotika v pfitomnosti tohoto enzymu, na vzdjemné afinité jeho molekul

a enzymu a také na velikosti inokula, které bylo antibiotiku vystaveno. Princip tohoto efektu
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neni dosud pfesné popsan, ale mezi mozna vysvétleni patii indukce rezistentnich mechanismi
pouze pti vyssich koncentracich antibiotika, precipitace molekul antibiotika nebo negativni
zpétnd regulace antibiotika. Pfikladem jsou nékteré kmeny Proteus vulgaris, které se chovaji
paradoxné pii expozici cefalosporinim. Efekt miize byt potlacen ptfidanim kyseliny

klavulonové, ktera inhibuje aktivitu B-laktamdzy (Ikeda a Nishino, 1988).
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Obrazek 7 — (A) paradoxni efekt penicilinu G na rezistentni kmen Staphylococcus aureus
zpusobil rlst podél testovaciho prouzku v oblasti s nizkou koncentraci antibiotika (oznacen
Sipkou) (Brown a Brown, 1991); (B) prechodova zona (rozsah vyznacen Sipkou) u bakterie

(Proteus mirabilis) se schopnosti swarmingu, vystavené ucinku klindamycinu (Etest -

antimicrobial susceptibility testing - manual, Biomeriéux, 2012).
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2.7.3. Vyrazné se zuzujici inhibi¢ni zony
Maximalni mozny efekt antibiotika v nékterych piipadech nemuze nastat. pokud neni pouzito
ve spojeni s jinou dalsi latkou, ktera podporuje jeho Gcinnost. Vyuziti takovych latek je zadouci
napftiklad u bakterii produkujicich B-laktamazy. Aktivita t€chto enzymi miize byt eliminovana
pouzitim klavulonové kyseliny, sulbaktamu nebo tazobactamu (Cormican et al., 1996).
Po ptidani takového inhibitoru pfi testovani -laktamového antibiotika, dochazi ke kooperaci
jejich mechanismti a vysledkem Etestu mtize byt inhibi¢ni zdna, neeliptického charakteru (viz.
Obr 8). Podle manudlu pouZiti Etestu od vyrobci je v takovém piipad¢ pro spravné odecteni
hodnoty MIC tieba extrapolovat eliptickou kiivku z vy$Sich hodnot koncentraci antibiotika
(Etest reading guide, AB BIODISK, 2008 i Etest - antimicrobial susceptibility testing manual,
Biomeriéux, 2012). Pfesny mechanismus vzniku tohoto tvaru vSak neni v literatufe blize
popsan. Pti testovani antibiotika o vyS$§i molekulové hmotnosti mize byt vznikla inhibi¢ni zona
tak 0izka, Ze takika ztraci elipticky charakter. V tomto pfipadé se ov§em nejedna o abnormalitu,
ktera by zkreslovala hodnotu MIC, ale pouze o dusledek difuznich zdkont popsanych vyse.
Vétsi molekuly maji niz8i hodnotou difuzniho koeficientu (D) a po uplynuti kritického ¢asu
urazi tedy v gelu mensi vzdalenost neZ molekuly mensi. Hodnota MIC je v takovém piipadé

odectena az v nejzazSim bod¢ inhibi¢ni zony.
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Obrazek 8 — (A) efekt podptirné aktivity klavulanatu, pferuSovanou carou je vyznacena
extrapolovanad elipsa, jejiz priasecik se stupnici ur¢uje hodnotu MIC v porovnani s efektem uzké
elipsy glykopeptidického (B) a polypeptidického (C) antibiotika o vysoké molekulové
hmotnosti (B); hodnoty MIC jsou vyznaceny Sipkou (Etest reading guide, AB BIODISK, 2008).
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2.7.4. Dvojita inhibi¢ni zona
Vzhledem k odliSnym chemickym strukturdm funguji rtizné skupiny antibiotik optimalné
pfiriznych hodnotaich pH. Hodnota pH substritu se ovSem béhem inkubace bakterii
s antibiotikem miize az o nékolik jednotek zvysit (v disledku metabolismu bunék), coz vede
ke zméné podminek pro antibiotikum. Pii testovani napi. makrolidnich antibiotik (optimalni
pH pro jejich pouziti > 8) tak dochdzi ke vzniku dvojité inhibi¢ni zony (viz Obr. 9). Mezi vnitini
inhibic¢ni zonou, kterd nevykazuje zadné znamky rustu bakterii, a oblasti, ktera je plné€ porostla
bakteridlni kulturou, 1ze jasné€ rozlisit periferni zonu, kde sice bakterie rostou, ale ne na 100 %
povrchu. Jedna se o oblast s koncentraci antibiotika niz§i nez MIC, kde antibiotikum
na bakterie ptsobi pouze diky podpirnému vlivu vyssiho pH (Korkeala a Pekkanen, 1977).
Dvojité¢ inhibicni zény jsou také jednim zmoznych projevii rezistence testovaného

bakteridlniho kmenu (Tenover et al., 2004).
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Obrazek 9 — Dvojitd inhibi¢ni (periferni oznacena Sipkami) zéna pii testovani citlivosti:
Micrococcus luteus vaci streptomycinu (A) (Korkeala a Pekkanen, 1977); Staphylococcus
aureus vaci erythromycinu (vlevo) a klindamycinu (B) (Steward et al., 2005); Staphylococcus

aureus vaci vankomycinu (C) (Tenover et al., 2004).
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2.7.5. Mechanismus ucinku antibiotika
Vzhledem k odliSnostem mechanismi jednotlivych tfid antibiotik 1ze ocekéavat rozdily ve tvaru
vznikajicich inhibi¢nich z6n. Jinak budou vypadat zény u antibiotik, kterd cili na bunéénou
sténu, proteosynteticky aparat, cytoplazmatickou membranu ¢i syntézu nukleovych kyselin.
Jednotlivé mechanismy rozdilnymi zplsoby vychyluji rovnovdhu mezi kritickou populaci
a kritickou koncentraci antibiotika, coz mize vést ke vzniku riznych tvari inhibi¢nich zon
(Cooper, 1963). Glykopeptidy (napf. vankomycin) a polypeptidy (napf. polymyxin B ¢i
kolistin) vykazuji pomérné uzkou a protdhlou inhibi¢ni z6nu, jak je uvedeno 1 v manualu od
vyrobce Etestu (Etest reading guide, AB BIODISK, 2008). Oproti tomu inhibi¢ni zony
nékterych jinych antibiotik jsou vyrazné konvexni (Obr. 10). V tomto pfipadé se vSak
pravdépodobné jedna o souvislost s molekuldrni hmotnosti jednotlivych antibiotik, a ne
o disledek rozdilnych mechanismi U¢inku, podobné uzkou zoénu totiz vykazuje napft.
daptomycin, ktery se svym mechanismem u¢inku od vySe uvedenych lisi (Straus a Hancock,
2006). Odlisnosti tvari mezi jednotlivymi tfidami antibiotik nejsou zatim v literatute blize

zkoumany.

[ESA
it
s ]
e
5
I

]
5y
b 1

Obrizek 10 — Uzké inhibi¢ni zony daptomycinu (1620,671 Da), vankomycinu (1449,3 Da)
proti Staphylococcus aureus (A,B) (Cui et al., 2010) v porovnani s konvexné&jSimi zénami
methicillinu (380,42 Da) proti Staphylococcus aureus (Aiba et al., 2013) a meropenemu
(383,464 Da) proti Burkholderia ubonensis (Price et al., 2017).
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Zvlastni ptipad, kdy se mechanismus U¢inku projevi na tvaru inhibi¢ni zény, miiZze nastat
v pripad¢, ze antibiotikum na bakterii ptisobi vice zptisoby. Tento jev byl pozorovan na reliéfu
inhibi¢ni zony u daptomycinu (Obr. 11). Daptomycin je antibiotikum, patiici mezi lipopeptidy,
jehoz baktericidni ucinek je zplsoben tvorbou porti ve vnéj§i membrané grampozitivnich
bakterii. Vznikajici pory jsou dvojiho charakteru a) malé, které jsou tvofené dimery antibiotika
a zpusobuji naruseni membranového potencialu, b) velké, tvorené oligomery o 3 a vice
jednotkach antibiotika, které rovnéz zpisobuji depolarizaci, ale navic diky vétSimu priméru
mohou umozZnit Gnik iontd a vétSich molekul ven z mezimembranového prostoru. Pro dvoji
mechanismus tak pravdépodobné mohou existovat 2 hodnoty MIC, které jsou na relié¢fu

inhibi¢ni zony patrné jako vyrazna zazeni jejiho praiméru (Seydlova et al., 2019).
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Obrazek 11 — Efekt dvojiho mechanismu daptomycinu proti Bacillus subtilis (A)
a Staphylococcus aureus (B), okraje jednotlivych inhibi¢nich zén jsou vyznacené Sipkami
(Seydlova et al., 2019).
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3. ZAVER

Etest je gradientova difuzni metoda, jejimz vysledkem je elipticka inhibi¢ni zdéna, z jejihoz
pruseciku s gradientovou stupnici testovaciho prouzku se odecitd hodnota MIC. Vysledna
elipsa se ale mezi jednotlivymi antibiotiky miize li§it svymi parametry, zietelnosti pfechodu
mezi zonou inhibice a ristu, a v nékterych ptipadech i dal§imi tvarovymi abnormalitami, jako
je napft. dvojitd inhibi¢ni zona, ¢i rast uvniti této oblasti. Pro pfesné odecteni hodnoty MIC

je tteba brat vSechny zminéné faktory v potaz a co nejlépe jim porozumet.

Na vysledném tvaru inhibi¢ni zony se v prvé fad€é podepisuji Fickovy fyzikalné-chemické
zakony o difuzi, které zahrnuji nastavené laboratorni podminky (teplota, doba trvéni testu,
viskozita média). Platnost téchto zdkonid jsem experimentdlné ovéfila pomoci fluorescence
molekul difundujicich agarézou (vysledky v této praci nebyly prezentovany). Pokud tedy maji
byt vysledky Etestu pouzitelné pro srovnani vice riznych antibiotik, je tfeba zajistit totozné
laboratorni podminky. Na velikosti zony se projevuje také rychlost ristu bakteridlni kultury

(Cooper, 1963).

Na schopnosti molekul pohybovat se prostfedim se podili jejich molekuldrni hmotnost, tvar
a elektricky néboj. Molekuly hydrofobniho nebo amfipatického charakteru podléhaji svym

vvvvvv

zatimco ostatni se fidi jednodus$imi zakony o difuzi volné (Bonev, Hooper a Parisot, 2008).

Vliv molekularni hmotnosti, ktera je sougasti rovnice pro difuzi, je nezanedbatelny. Cim ma
molekula niz§i hmotnost, tim rychleji jeji difuze probiha. Vyrobci Etestu vSak garantuji stabilitu
gradientu koncentraci pii dodrzeni doporucené doby inkubace (Bolmstrom, 1994) a v literatuie
zatim neni zndm model, ktery by se zabyval moZznym zkreslenim u velmi malych molekul
antibiotika. Pfi testovani je také potieba vzit v potaz vlastnosti zkoumaného bakterialniho
kmene, které¢ mohou jeho citlivost velmi rozdiln€ ovlivnit. Roli zde hraje riistova rychlost, rizné

rezistence nebo napt. schopnost swarmingu.

Tvar inhibicni zony je vysledkem komplexniho procesu interakce bakteridlni bunky
s molekulami antibiotika, ktery se pfi kazdé jejich kombinaci li$i. Kromé& stanoveni hodnoty
MIC tak mliZe inhibi¢ni zona slouzit 1 jako zdroj informaci o mechanismu uc¢inku. V literatute
se setkdvame s tim, Ze existuje vliv zasahového mista na vyslednou podobu inhibiéni zony
(Cooper, 1963), ale vyzkum, ktery by tyto rozdily demonstroval, zatim chybi. Pro lepsi
porozuméni je tedy do budoucna potfeba provést dalSi experimenty zabyvajici se touto

problematikou.
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Potencial problematiky, kterou jsem se v této praci zabyvala, tkvi v uvedeném matematickém
modelu, ktery by pifi dalSim rozpracovani mohl umoznit predikci tvaru inhibicni zony
zkoumaného antibiotika. Mohl by pak slouzit jako nastroj k podrobnéjsi analyze inhibi¢nich
zon Etestu. Pii odec¢itani MIC by se dala kromé priseciku zény s gradientovym prouzkem
Etestu ptikladat vaha také vyslednému tvaru zony, kterou by bylo moZzno porovnat s tvarem,
ktery predpovidd matematicky model. Pokud by zkoumand inhibi¢ni zéna svym tvarem
neodpovidala predikci (napf. tim, ze by byla vyrazné uzsi, nez se ocekava), dalo by se urcit,
které antibiotikum se nechova podle difuznich zédkont a detekovat tak nékteré doprovodné jevy,

které pfi testu nastaly.
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