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5 SOUHRN

Uvod: Metoda stanoveni baktericidniho titru séra predstavuje alternativni moZnost
optimalizace lé¢by infekce a podavani antibiotik. Ukazuje skute¢nou aktivitu jednoho nebo
vice podavanych antibiotik v komplexnim systému antibakterialniho plsobeni séra pacienta.
Tuto laboratorni metodu je mozno pouzit k potvrzeni a kvantifikaci baktericidniho Gcinku
séra pacienta |éceného antibiotiky, zvlasté pfi lécbé infekci zplsobenych multirezistentnimi
bakteriemi. Cilem prace bylo potvrdit non-inferioritu testovani baktericidie bujénovou
diluéni metodou dle CLSI M21-A Guidelines (¢as do vysledku 48, 72 hodin) s modifikovanymi
metodami testovani na zakladé turbidimetrie (¢as do vysledku 6, 8, 24 hodin) a barveni

resazurinem (¢as do vysledku 8, 24 hodin).

Material a metodika: Byla testovana Ctyfi antibiotika gentamicin, amikacin,
piperacilin/tazobaktam a meropenem s 30 kmeny Escherichia coli izolovanych z hemokultur
29 pacientl hospitalizovanych na rtznych oddélenich FN Hradec Kralové. Pro testovani
baktericidniho titru lidského krevniho séra byla pouZita séra (n=76) deseti
hematookologickych pacientl IV. Interni kliniky FN Hradec Kralové. Krev pacientl byla
odebrana pred a v prabéhu prvniho a tretiho dne antibiotické terapie febrilni neutropenie.

Pro testovani byl pouzit referencni kmen Escherichia coli ATCC 25922.

Vysledky: Testovani baktericidie antibiotik vykazalo non-inferiorni vysledky v testovani po 24
hodinach. Vsechny modifikace, které byly odecitany drive, nemeély dostatec¢nou shodu s CLSI.
Pro testovani modifikace smérenim turbidimetrie byly non-inferiorni vysledky
u spektrofotometru pfi pouziti vinové délky 405 nm a nejvyssi oboustranné p-hodnoty, kdyz
hrani¢ni zména turbidance byla < 30 % zmény. Pfi testovani baktericidie séra byly non-
inferiorni vysledky ziskany také az pri testovani za 24 hodin a nebyly zavislé na pouzité
vinové délce (srovnatelné vysledky oboustranné p-hodnoty byly pfi pouZiti vinové délky 405

nm i 620 nm).

Metoda barveni resazurinem byla non-inferiorni v navrzené modifikaci pfi odectu barveni po
8 hodinach inkubace a ndsledné subkultivaci obsahu negativnich jamek mikrotitracni

desticky. Srovnatelné vysledky testovani jsou tedy k dispozici také po 24 hodnach testovani.
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Zavér: NavrZzené modifikace testovani baktericidie s pouZitim turbidimetrie a barveni
resazurinem poskytovaly po 24 hodinach inkubace vysledky srovnatelné sreferencni
metodou CLSI a tim zkratily ¢as potfebny k jejich dosazeni o0 24 az 48 hod v porovnani s touto

standardni metodikou.

K ziskani validnich vysledkl je tfeba nejenom pecliva laboratorni prace s dodrzenim vsech
zasad spravné laboratorni praxe, ale také spravné nacasovani odbér(i séra pacienta a jeho
bezchybny odbér, uchovani a transport. Nezbytnd je i intenzivni spoluprace laboratore

s klinickymi pracovniky.

Stale diskutovanou otazkou vsak zlstava hrani¢ni hodnota baktericidniho titru séra, ktera by
méla spolehlivé predikovat klinicky ucinek lécby pacienta. Zda se, Ze zavéry starsich praci s
obecnymi doporucenimi pro dostatecny sérovy baktericidni titr bude tfeba prehodnotit a
individualizovat za pouziti farmakokinetickych a farmakodynamickych principt. Pro potvrzeni

téchto predpoklad( budou ale nezbytné dalsi laboratorni a klinické studie.
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6 SUMMARY

Background: The method of serum bactericidal assay represents an alternative possibility of
optimization of anti-infectious therapy and administration of antibiotics. It mirrors the real
activity of one or more administered antibiotics in the complex system of the antibacterial
effect of patient’s serum. The paper aimed to confirm non-inferiority of bactericidal testing
using the broth dilution method according to CLSI M21-A Guidelines (time to results 48, 72
hours) in comparison with modified methods of testing on the basis of turbidimetry (time to

results 6, 8, 24 hours) and resazurin color (time to results 8, 24 hours).

Methods: Four antibiotics were tested: gentamicin, amikacin, piperacillin/tazobactam and
meropenem with 30 Escherichia coli strains isolated from blood cultures of 29 pacients
hospitalised in different wards, University Hospital in Hradec Kralove. Human blood sera
(n=76) from ten hematological patients (4th Department of Clinical Medicine, University
Hospital, Hradec Kralove) were tested to establish bactericidal titer. Patients’ blood was
withdrawn prior to and in the course of the first and third day of antibiotic therapy of febrile

neutropenia. Testing employed the reference strain Escherichia coli ATCC 25922.

Results: A comparison with the standard CSLI showed that the results of bactericidal testing
of antibiotics did not differ at the statistically significant level (non-inferior) in 24-hour
modification of the methods used. All results of the modification tests before 24 hours were
statistically different from CLSI method. The results of the modified turbidimetric method
were non-inferior with the use of the wavelength of 405 nm; the best two-tailed p-value was
achieved at the break-point < 30% of the change of turbidance. Comparison of the results of
serum bactericidal activity showed no dependence on the wavelength used (405 nm versus

620 nm) and provided comparable two-tailed p-value after 24-hour incubation.

The modified method using resazurin color was also statistically non-inferior from CSLI
provided that color was read after 8-hour incubation and added subculture of contents of

negative wells. So the results were available after 24 hours.
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In the case of reading after 6 and 8 hours of incubation, the results of both proposed serum
bactericidal testing methods exerted statistically significant differences from the standard

CLSI.

Conclusion: The proposed modifications, which use turbidimetry and resazurin color for
testing of bactericidal activity of serum after 24 hours of incubation yielded results
comparable with the CLSI method and thus shortened the time necessary for their
achievement by 24 to 48 hours in comparison with the standard methodology according to

CLSI.

Moreover, a careful laboratory work keeping all the principles of good laboratory practice is
also necessary to obtain valid results. The same is true for correct timing of patient serum
collection, flawless collection, storage and transport. Close cooperation of the laboratory

workers with clinicians is also necessary as well.

However, the value of serum bactericidal titer, which reliably predicts the clinical effect of
patient treatment, remains an issue under discussion. It seems that the conclusions of earlier
papers about general recommendations for sufficient serum bactericidal titer will need to be
reconsidered and individualized using pharmacokinetic and pharmacodynamic principles.

Further laboratory and clinical studies will be necessary to confirm these assumptions.
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7 UvoD DO PROBLEMATIKY

7.1 TERAPIE INFEKCNICH ONEMOCNEN( ANTIBIOTIKY

Antibiotika jsou lécivé latky, které zplsobuji smrt nebo inhibici ristu a mnoZeni bakterii.
Rezistence bakterii na antibiotika je celosvétovy problém, ktery vznikd zdGvodu
neomezeného a neracionalniho pouzivani antibiotik. Abychom tento problém prekonali, je
tfeba pouzivat antibiotika obezietné a jednou z moZnosti je dlslednd racionalizace a

optimalizace pouzivani antibiotik.

Uginnost antibiotik zavisi na mnoha faktorech: cesté podani, lokalizaci infekce, pfitomnosti
alergie, interakci a interferujicich latek, koncentraci antibiotika v téle, vlastnostech patogena,
jeho citlivosti nebo rezistenci na podavané antibiotikum. U&innost antibiotika je popisovana
terminem potence a projevuje se ve svém Ucinku jako bakteriostaticka nebo baktericidni.
Vysledek je dan radou faktord, véetné velikosti davky a zplsobu davkovani. V soucasné dobé
studie poukazuji na to, Ze konvencni davkovani antibiotik nedosahuje dostatecné ucinnych
hladin ke zvladnuti infekce zvlasté u kriticky nemocnych vzhledem k vysoké variabilité
farmakokinetiky a také vzhledem k pozménéné farmakodynamice, vzniku a vyvoji rezistence
bakterii na antibiotika (Parker, Sime a Roberts 2015). Lécba antibiotiky a dosaZeni pfiznivého

efektu je proto obtiZznéjsi a je doporucovana individualizace davkovani.

Posledni dobou se objevuje zvySena prevalence multirezistentnich bakterii (MDR, multi drug
resistant, XDR, extensive drug resistant). Jedna se predevSim o enterobakterie (Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp.), nefermentujici gram-negativni tycky
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Burkholderia spp.), ale také o gram-
pozitivni bakterie — prevainé o rezistentni enterokoky nebo stafylokoky: napf. VRE,
vankomycin rezistentni Enterococcus faecium, MRSA, methicilin rezistentni Staphylococcus
aureus (Orsi, Falcone and Venditti 2011, Mohamed et al. 2019). Tyto bakterie zpUsobuji
obtizné lécitelné infekce predevSim spojené s pobytem ve zdravotnickém zafizeni (HAI,
hospital acquired infection). Objevily se informace, Ze ¢ast multirezistentnich plvodcu jsou
potomky MDR nebo XDR klont, Sificich se celosvétové po zdravotnickych zatizenich.

Napriklad Oliver et al. vroce 2015 upozornili na MDR/XDR globalni klony Pseudomonas
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aeruginosa, k nejrizikovéjsim patfi ST235, ST111, ST175. Rozsifeni téchto klonl je
celosvétové a lécba infekci jimi zpUsobenych je velmi obtizna vzhledem k multirezistenci

(Oliver et al. 2015).

Optimalizace podavani antibiotika vychazi ze =znalosti jeho mechanismu Ucinku
(farmakodynamika, PD) a jeho osudu vtéle, véetné jeho distribuce v rlznych

kompartmentech (farmakokinetika, PK).

7.1.1 Farmakodynamika antibiotik

Usmrceni bakterii antibiotiky je komplexni mnohaudroviovy proces, ktery je nastartovan
navazanim antibiotika na cilové vazebné misto bakterie, prehled mechanism( ucinku a

cilovych mist viz Obr. 1.

1téz3 \ Rifampicin
Chinolony

\ /\/>/V\/\/\/\
NN (inhibitory 50S)
M [7%67\\ MakrolidY
¢ Linkosamidy
Sulfonamidy =1 M I
Trimetoprim [ ) <
L J

aya) %
e

‘ (inhibitory 30S)
Peniciliny t Tetracykliny
Cefalosporiny y é Aminoglykosidy
Monobaktamy ¢ ‘ Nitrofurany
Karbapenemy Kolistin
Glykopeptidy Daptomycin

Obrdzek 1 Schematické zobrazeni cilovych mist a mechanismu ucinku antibiotik na bakteridlni
bunku (prepracovdno volné podle Benes 2018)

Dosazenim cile antibiotika zplsobi poruchu zakladnich bunéénych procesi, alteraci
metabolismu. Metabolicka dysregulace zpuUsobujici zacykleni metabolickych procest je
Castym mechanismem antibiotické letality. Napf. navazani beta-laktamovych antibiotik na
penicilin-vazajici protein zpusobi naruseni bunécéné stény bakterii a poté zacykleni nefunkcni
syntézy a degradace, které vycerpdvaji bunécné zdroje, zpusobi zvySenou spotiebu kysliku,
zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku a sniZzeni obsahu intraceluldrniho ATP (Yang,
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Bening a Collins 2017). Vétsina baktericidnich antibiotik indukuje nékolik genli odpovédnych
za translacni stres. Vzhledem k tomu, Ze rostouci bakterialni bunka vydava vice nez 50 % své
energie na podporu poZadavkl proteinové translace, translacni stres jesté vice potencuje

metabolicky stres bakterie.

Indukci stresového metabolismu bunky zacind sekundarni faze letalniho ucinku antibiotik.
Stresova odpovéd bakterie pomaha bakterii se adaptovat ménicim se podminkam prostredi.
Tato odpovéd byla poprvé popsana jako reakce na hladovéni a znamena zménu systému
ukladani energie burnky z adenosinfosfatu do guanosinfosfatu (pppGpp
guanosinpentafosfatu, ppGpp guanosintetrafosfatu). Tyto molekuly patfi mezi tzv. alarmony
stringentni odpovédi, coZ jsou signdlni molekuly kontrolujici expresi bakteridlnich gen
umoZziujici preziti pri bunécném stresu (napf. pfi hladovéni nebo uvniti hostitelské buriky).
Prolongovana stresova odpovéd bakteridlni burky indukovana expozici antibiotiku je
predpokladem postantibiotického efektu, pri kterém je bakterialni rlist inhibovan, prestoze

koncentrace antibiotika poklesly k subinhibi¢nim koncentracim (Abel Zur Wiesch et al. 2015).

Nékteré zmény zevniho prostiedi, které predchazi plsobeni antibiotik, mohou bakterii
ochranit pred jejich letalnim ucinkem tim, Ze indukuji stresovou odpovéd’ bakteridlni buriky.
Napriklad expozice bakterie peroxidu vodiku iniciuje bunécnou stresovou odpovéd jako
reakci na oxidativni stres. Také nutri¢ni nedostatek a hladovéni bakteridlni buriky muze
indukovat fenotypoveé tolerantni perzistujici bunky aktivaci (p)ppGpp stringentni odpovédi.
Uginnost antibiotik také klesd v nepfitomnosti kysliku, naopak hyperbaricky kyslik mdze
letdlni ucinek potencovat. Pravdépodobnym mechanismem je ucast kysliku v aerobni
respiraci bunky jako termindlniho akceptoru elektronu pro syntézu ATP, kdy vytvari toxické

reaktivni formy kysliku (Yang, Bening a Collins 2017).

Mezi PD faktory ovliviujici uc¢inek antibiotik patfi citlivost nebo rezistence jednotlivé bakterie
a populace bakterii vyjadrend laboratorni hodnotou minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC).
Fenotypovou ochranu pred letdlnim Uc¢inkem podporuje heterogenita populace: rozdilna
exprese lékovych efluxnich pump, ndhodné vytvoreni perzistentnich bunék, ATP deplece
nebo také morfologickd diferenciace a efekt inokula. Také nékteré vnitrodruhové a
mezidruhové mechanismy (quorum sensing, signalizace a kooperativni mutualismus) mohou
prinaset dokonce kolektivni ochranu proti antibiotikim (Yang, Bening a Collins 2017). Mezi
predpokladané priciny efektu inokula, kdy baktericidie zavisi na inicidlni denzité
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bakteridlniho inokula, patfi bakteridlni komunikace zavisla na velikosti a denzité inokula,
pfitomnost enzym{ degradujici antibiotika a variabilita metabolického stavu bakterii ve
velkém inokulu. Mezi dalsi pfiCiny patfi také nizka afinita antibiotika k cilovému mistu a
vyCerpani vazebnych moznosti volného aktivniho antibiotika, které neni schopno v tak
velkém inokulu obsadit dostate¢né mnozZstvi vazebnych mist, aby zpUsobuilo smrt vSech

bakteriii denzniho inokula (Abel Zur Wiesch et al. 2015).

Tolerance antibiotik mize byt vzacnym dlivodem selhani antiobiotické terapie. Tolerance je
definovana jako situace, kdy je minimalni baktericidni koncentrace 32x vétsi nez MIC. Tak
mulzZe dojit ksituaci, kdy je potfebnd baktericidni koncentrace vyssi neZz koncentrace
dosazitelna v séru. Pripad infekce zpUsobené bakterii Staphylococcus aureus tolerantni

k linezolidu popsali Cunha, Nausheen a Schoch v roce 2010.

Ucinek antibiotik je dnes studovan v p¥isné definovanych laboratornich podminkéach.
Antibiotika ale ucinkuji v komplexnim dynamickém prostredi tvofeném nutri¢ni variabilitou,
heterogenitou mikrobl a mnoha dalSimi externimi stresory. PUsobeni antibiotik mlzZe byt
také odlisSné v prostredi exponovaném dalSimi léCivymi pripravky (tzv. multi-drug effect).
Také predchozi expozice jednomu antibiotiku i v subterapeutickych davkach mlze meénit
ucinek dalsiho antibiotika. Napfiklad tim, Ze indukuje fyziologickou stresovou odpovéd, ktera
bakterii chrani pfed usmrcenim, nebo indukci geneticky kédované rezistence k antibiotikiim
rozdilnych skupin (Yang, Bening a Collins 2017). Tyto multifaktoridlni procesy nejsou
v soucasné dobé zatim kvalitné popsany a k hodnoceni letalniho Uc¢inku antibiotik v kontextu

prirozeného extracelularniho prostredi jsou potfebné dalsi vyzkumy.

7.1.2  Farmakokinetika antibiotik

Vysledny ucinek antibiotika a tedy i klinicky efekt mlze byt modifikovan farmakokinetikou
[é¢iva. Ta li¢i osud léku od momentu podani pacientovi, popisuje procesy, které vedou
k vyslednym koncentracim v plazmé, tkanich, dalSich télnich tekutindach, metabolismus,
mozné interakce a v neposledni radé také jeho eliminaci z téla. PK je vyznamné ovlivnéna
zakladnimi charakteristikami antibiotika dané jeho chemickou strukturou: lipofilitou nebo
hydrofilitou, hlavni eliminaéni cestou, velikosti distribu¢niho objemu, vazbou na bilkoviny,
prostupnosti léciva do jednotlivych tkani, intracelularni prostupnosti (Jindrak, Hedlova a

Urbaskova 2014).

17



Z hlediska nastaveni optimalni davky antibiotika jsou nejdalezZitéjsi PK parametry distribucni
objem (Vd) a clearance (Cl). Distribu¢ni objem je objem krve, ktery by byl potieba, aby v
ném dané mnoZstvi latky dosahovalo stejné koncentrace, jaké dosahuje v krvi. Cim je Vd
vySsi, tim vice se dana latka distribuuje do tkani a také: ¢im vétsi Vd, tim je koncentrace
v krvi po stejné davce nizsi. Tato veliCina je potfebna ke stanoveni Uvodni nasycovaci davky
antibiotika. Clearance znamena rychlost eliminace |éCiva z krve (plazmy), zahrnuje eliminaci
vsemi organy (stfevo, jatra, ledviny, plice). Znalost této veliciny slouZi k uréeni velikosti

udrZzovaci davky a ddvkovaciho intervalu.

Mezi PK faktory, které mohou ovlivnit vyslednou koncentraci antibiotika v cilové tkani, patfi:
stav sliznice ovlivAujici rezorpci perordiniho Iéku, hmotnost pacienta, zavaZznost infekce,
pfitomnost sepse, zména koncentrace sérovych proteinl, cilové misto infekce, faktory
ovliviujici clearance léku (stav renalnich a hepatalnich funkci, zavedeni nékteré z forem
hemodialyzy, metabolizace |éciva, |ékové interakce) a také stav imunitniho systému.
U Casnych fazi sepse dochdzi k redistribuci tekutin do tfetiho prostoru, masivni substituci
tekutinami. Pfevaziné hydofilni antibiotika jsou redistribuovany spolu s tekutinami a dochazi
k poklesu koncentrace v krevnim obéhu. K dosazeni dostate¢nych hladin je proto vhodné

podavat dostatecnou pocatecni nasycovaci davku.

U kriticky nemocnych dochdzi k signifikantnim zméndm farmakokinetickych parametrt
vCetné distribu¢niho objemu a clearance. Obecné plati, Ze hydrofilni antibiotika s nizkou
vazbou na proteiny jsou obvykle primarné eliminovany ledvinami a Ze clearance antibiotika
vyznamné vzroste, jakmile jsou zahajeny arteficialni eliminacni techniky. Pti terapii kriticky
nemocnych se obvykle k zajisténi dostate¢né hladiny antibiotika v Uvodni fazi |éCby pouziva
agresivni davkovani. To mlzZe zahrnovat podani Uvodni nasycovaci davky (loading-dose)
zdlvodu rychlého dosaZeni terapeutické hladiny, kompenzace zvySeného distribu¢niho
objemu a redukce inokula patogena. Agresivni davkovani se obvykle pouzZiva bez ohledu na

zhorsené organové funkce (Ulldemolins et al. 2014).

Pro vétsSinu antibiotik PK data v prlibéhu prolongované intermitentni arteficidlni renalni
eliminace nejsou kdispozici, proto je davkovani problematické. Pro beta-laktamova
antibiotika jsou data davkovani pfi kontinualni renalni eliminaci (CRRT) limitovand. Malé
hydrofilni molekuly beta-laktam( jsou v pribéhu CRRT obvykle vylu¢ovany ve zvysené mire,

vyslednd variabilita hladin je vSak zavisla na mnoha faktorech: typu, nastaveni a intenzité
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CRRT, na mnoha faktorech pacienta vcetné kolisajici hladiny antibiotika a jeho vazby na
bilkoviny (Jamal et al. 2015). Pokud je to mozné, je vhodné pouzit terapeutické monitorovani

léciv (TDM).

Vazba antibiotik na proteiny mlze byt ovlivnéna sniZzenim sérovych proteint, jehoz
dominantni sloZzkou je albumin. Sérovy albumin je tradi¢nim parametrem malnutrice. | kdyz
se chronicky nedostatek bilkovin a katabolismus projevi az v pfipadé, Ze se pfipoji dalsi stres
(trauma, infekce nebo sepse) nebo malnutrice dosahne hranice zavazného stupné. Proto
hypoalbuminémie svédci spiSe o zvySeni extracelularni tekutiny, ke kterému dochazi pfi

otocich, kolisani stavu hydratace nebo infekce (Zadak 2017).

Antibiotika se v krvi nachazeji ve dvou formach: formé volné, kterd je aktivni a schopna
ucinku, a formé vazané na plazmatické bilkoviny. Lipofilni [atky maji vyssi tendenci vazat se
na plazmatické bilkoviny nez latky hydrofilni. Vazba vznika rychle a je reverzibilni. Jedna se
o depotni systém, ktery najedné strané snizuje intenzitu ucinku léciva, avsak na strané
druhé prodluzuje jeho trvani. Jako jedna zhlavnich je vnimana vazba na plazmaticky
albumin. Kazda albuminova molekula ma minimalné Sest vazebnych mist. Dvé z nich maji
velmi tésnou vazbu k volnym mastnym kyselinam, jedno pro bilirubin a dvé hlavni vazebna
mista pro kysela farmaka oznacovana jako ,site |“ a ,site II”“. PfedevSim pro zdsadita Iéciva je
hlavnim vazebnym proteinem al kysely glykoprotein (Vasifova 2017). Vysledny ucinek
antibiotika je zplUsoben aktivni, volnou formou antimikrobni latky. Zmény koncentrace
krevnich bilkovin mohou zménit koncentraci volného a vazaného léciva, a tak vyznamné

ovlivnit ucinek antibiotika i jeho pfipadnou toxicitu.

7.1.3 Farmakokinetické a farmakodynamické principy (PK/PD)

Klinicky ucinek antibiotik je podminén komplexem interakci mezi hostitelem,
mikroorganismem a antibiotikem. PK/PD analyza umoziiuje Iékafiim stanovit optimalni
davkovaci schéma s cilem maximalizace ucinku a minimalizace neZadoucich G¢inkd a vzniku
rezistence. Jsou rozliSovany tfi zakladni PK/PD indexy, které predikuji antibiotickou ucinnost
v zavislosti na pribéhu koncentrace antibiotika vzhledem k MIC pulvodce infekce: ¢as, po
ktery zUstava volna frakce antibiotika nad hodnotou MIC puvodce (t>MIC), pomér nejvyssi
koncentrace (cnay) antibiotika vici hodnoté MIC plvodce (Cmax/MIC), pomér velikosti plochy
pod kfivkou za 24 hodin viéi MIC plvodce (AUCy.4/MIC). Rozdéleni antibiotik podle
jednotlivych PK/PD index( zobrazuje Tab. 1.
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Tabulka 1 Rozdéleni a charakteristika antibiotik podle jednotlivych PK/PD indexi (podle Jindrdk,
Hedlovd a Urbdskovd 2014)

Ucinek zavisly na ¢ase t>MIC

Cas, po ktery z{stava volna frakce antibiotika nad hodnotou MIC pévodce
Beta-laktamy, klindamycin, linezolid

Rozdéleni Ucinek zavisly na koncentraci Cmax/MIC
antibiotik . o, e oy " o
podle PK/PD Pomér maximalni koncentrace antibiotika vic¢i hodnoté MIC plvodce

Aminoglykosidy, metronidazol, kolistin, (chinolony)

Ucinek zavisly na koncentraci v ¢ase AUCy.24/ MIC

Pomér velikosti plochy pod kfivkou za 24 hodin vi¢i MIC plvodce
Glykopeptidy, chinolony, tetracykliny

U antibiotik, jejichZ u€inek je zavisly na koncentraci, je velmi duleZitd vysoka narazova ddvka,
které zarudi, Ze cmax prevysi alespon 8-10x MIC. Po dosazeni cmax hladina antibiotika klesa pod
MIC a na bakterie plUsobi postantibioticky efekt (PAE) antibiotika po ¢asové ohrani¢ené
obdobi, prestoze jiz nedosahuje ucinné hladiny. Tento efekt je pozorovan predevsim u gram-
negativnich bakterii, u gram-pozitivnich kmenl je nevyznamny (Jindrdk, Hedlovd a
Urbaskova 2014). Dosazeni optimalni cmax je dédno aktudlnim distribuénim objemem
antibiotika, jehoZ hodnoty se mohou v priibéhu Iécby ménit. Vzhledem k PAE a vyhodnému
poklesu k nizkym netoxickym koncentracim antibitotika na konci davkovaciho intervalu je

mozné napr. aminoglykosidy poddvat v reZimu jednou denné.

Maximalni Uc¢inek antibiotik zavislych na case je dosazen dlouhodobym udrienim jejich
koncentrace nad MIC. U nemocnych v intenzivni péci se doporucuje, aby t>MIC dosahoval
100 % (Jindrak, Hedlovd a Urbaskova 2014). Proto se antibiotika podavaji v nékolika
rozdélenych davkach v kratkych casovych intervalech (napf. poddvani oxacilinu po 4-6
hodinach). V posledni dobé je také velmi diskutovana problematika prodluZzovani nebo
dokonce kontinualni poddvani infuze (po dobu 24 hodin), kterd maze t>MIC vyznamné
ovlivnit (Bene$ 2018). Pro poutZiti prolongovanych a kontinualnich infuzi je vidy dllezité
zkontrolovat inkompatibilitu a interakce soucdasné poddvanych léciv a minerall a také

stabilitu roztoku antibiotika po celé obdobi podavani.
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Ucinkem zavislym na koncentraci a ¢ase je charakterizovdn napf. vankomycin. Hlavnim
sledovanym parametrem je plocha pod kfivkou koncentraci v plazmé (AUC, Area Under the
Curve). Jde o matematicky parametr, ktery lze vypocitat programy terapeutického
monitorovani Iéciv (napf. MW Pharm) a poté porovnat s idealni AUC pro dané antibiotikum a
danou bakterii (napf. doporucovana AUCq.4/MIC pro vankomycin > 400). V klinické praxi se
béZzné nepouziva a nahrazuje se doporucenym terapeutickym rozmezim koncentraci v krvi
v prlbéhu podavdani. Pro vankomycin je stanoveno doporucené terapeutické rozmezi pro
minimalni koncentraci pred podanim: cmin 10-15 mg/l, 20 mg/l pro hluboké a zavainé infekce
(Kacifova 2015). Udrzovani sérovych hladin ve stanoveném terapeutickém rozmezi by mélo
vést k dostatecné AUC, tedy maximalnimu klinickému ucinku za minimalizace toxicity

antibiotika.

7.2  IMUNITNI SYSTEM A ANTIBIOTIKA

Uspésna léc¢ba bakterialnich infekci je vidy vysledkem spoluprace antibiotik a imunitniho
systému. Obranna zanétlivda odpovéd je dynamicky proces a je vysledkem interakce
konkrétniho jedince na konkrétni mikroorganismus v kontextu zdravi nebo nemoci ¢lovéka a
stupné virulence mikroba. Cilem by mélo byt udrieni fyziologickych funkci télnich systém.
Teoreticky by méla byt reakce imunitniho systém umérna velikosti bakteridlni naloze. Ackoliv
by antibiotika méla snizenim mnoZstvi bakterii snizovat stimulaci imunitni odpovédi, situace

je daleko slozitéjsi (Ankomah a Levin 2014).

7.2.1 Antibakterialni imunita

Bakterie jsou rozpoznany imunitnim systémem na zakladé charakteristickych molekulovych
vzorl, které jsou souborné oznacovany jako MAMP (Microbe Associated Molecular
Patterns). Pokud tyto molekuly pochdzi z patogenniho mikroorganismu, jsou obecné
nazyvany PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns). Mezi tyto molekulové vzory patfi
slozky bakterialniho téla, ale také toxiny a enzymy produkované bakteriemi jako faktory

patogenity (Tab. 2).
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Tabulka 2 Priklady PAMP — molekulovych vzori spojenych s patogeny, které jsou schopny
indukovat lidskou obrannou imunitni odpovéd’ (upraveno podle Krejsek, Andrys a Krcmova 2016,
Takeuchi a Akira 2010)

Slozky bunécné stény:
* Lipopolysacharidy, peptidoglykany, kyselina lipoteichoov3,
lipoproteiny, lipoglykany

Slozky bakterialniho pouzdra:
* Polysacharidy, kyselina hyaluronova, proteiny

PAMP Slozky organti pohybu a adheze:
molekulové * Flagelin, proteiny fimbrii, proteiny pilli
vzory spojené

Nukleové kyseliny:

s patogeny + Ds-DNA, ss-DNA, RNA

Bakterialni toxiny a enzymy:
e Hemolyziny, enterotoxiny, streptolyzin O, leukocidin, toxin
toxického Soku, kolagendza

Slozky biofilmu:
» Stavebni slozky biofilmu, quorum sensing

Pokud jsou tyto molekuly rozpoznany lidskymi receptorovymi strukturami PRR (Pattern
Recognition Receptors), dochazi k rozvoji obranné zanétlivé reakce. Tyto receptory jsou
soucasti bunék vrozené imunity (dendritickych bunék, makrofagu), které vyckavaji v tkanich
a organech. Na jejich membrané jsou umistény PRR receptory rodiny TLR (Toll-Like
Receptors): napf. TLR-2 rozpoznavajici slozky gram-pozitivnich bakterii, poriny a lipoproteiny
gram-negativnich bakterii, TLR-4 identifikujici lipopolysacharidy bakterii, TLR-6 pro
lipoproteiny patogennich bakterii a také receptory CLR (C-type Lectin Receptor) identifikujici
sacharidové molekuly bakterii (Krejsek, Andrys a Krémova 2016). Po navazani bakterialnich

molekul dochazi k aktivaci nitrobunéénych reakci a zanétu.

V télnich tekutinach jsou pfitomné také solubilni PRR, napt. CRP (C-reaktivni protein) nebo
manodzu vazajici lektin (MBL). Okamzité reagujici slozkou humordlni imunity je
komplementovy systém. Ten je dllezity predevSim v pocatecni a amplifikacni fazi
obranného zanétu, ale je také uUcinnou efektorovou slozkou vytvorenim MAC (Membrane
Attack Complex), ktery ma schopnost lyzovat pronikajici bakteridini buriku. Tato pocatecni
faze zanétu je spojena stvorbou prozanétlivych cytokina (napr. IL-1, IL-6, interferonu v,

TNFa) produkovanych prevaziné dendritickymi a NK (Natural Killer) bunkami, které se
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nachazeji v riznych télnich systémech. Cytokiny jsou pluripotentni proteiny, které v zanétem
postizenych tkanich reguluji bunéénou smrt, zvySuji cévni permeabilitu a chemotaxi

imunitnich bunék, indukuji tvorbu protein( akutni faze (Takeuchi a Akira 2010).

V této fazi obranného zanétu hraji vyznamnou roli i makrofagy, které maji také schopnost
fagocytovat a usmrcovat bakterie. AvSak zasadni efektorovou funkci v protibakterialni
obrané zastavaji neutrofilni granulocyty, které pronikaji do tkani, fagocytuji a usmrcuji
bakterie. Jejich klicové postaveni potvrzuje i fakt, Ze stavy spojené s neutropenii nebo
defekty funkce neutrofilnich granulocytli jsou spojeny svelkym rizikem rozvoje tézkych

bakterialnich infekci.

Specificka imunita nastupuje az s odstupem nékolika dn od zacatku aktivace obranného
zanétu. Bunky specifické imunity (T a B Ilymfocyty) jsou aktivovany rozpoznanim
bakteridlniho antigenu v kontextu s molekulami HLA systému, které jim nabizeji antigen
prezentujici buniky na svém povrchu. Aktivace T-lymfocytl vede ke klonalni expanzi mnoha
subtypl, které maji vyznamnou roli v regulaci imunitni odpovédi a také se ucastni boje proti
intracelularnim parazitdm (napf. mykobakteriim). Aktivace B-lymfocytli vede ktvorbé
protilatek. V prvni fazi subset B1 lymfocytl produkuje protilatky tridy IgM s typickou
polyreaktivitou a nizkou afinitou kantigenu. Postupné B-lymfocyty zacinaji vytvaret
protilatky IgG a IgA, které maji vysokou antigenni afinitu. Protilatky 1gG také pronikaji
z cévniho tecisté do tkani, neutralizuji bakteridlni toxiny, Ucastni se opsonizace fagocytdzy a

aktivace komplementu (Krejsek, Andrys a Krémova 2016).

Pokud obranny zanét dosahne klinické hranice, je viditelnd pfitomnost klinickych symptomu
infekce (tumor, calor, dolor, functio laesa). Tyto makroskopické symptomy jsou odrazem
zvysené vaskularni permeability, ktera zplsobuje Unik sérovych komponent a extravazaci
imunitnich bunék (Takeuchi a Akira 2010). Poskozeni tkani je vétSinou brzy reparovano a
obranny zanét je ukoncen. AvSak nastavaji situace, kdy obrannd reakce nestaci nebo je
naopak prehnané vystupriovana do zanétu poskozujiciho. V téchto pripadech je vhodné

zvazit podani antibiotika a pomoci tak imunitinimu systému vyporadat se s infekci.

V urcitych pripadech mize dojit k prechodu z obranného zdnétu do zanétu poskozujiciho.
Modelovou situaci je bakterialni sepse, ktera z(stava i v éfe antibiotik zavaznym lékarskym

problémem. Sepse je zpUsobena deregulovanou reakci hostitele (na jedné strané vysokou
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neregulovanou aktivitou zanétu, na druhé strané utlumenim imunitnich reakci tzv. imunitni
paralyzou). Sepse mulzZe vzniknout prechodem z lokdlniho zanétu: napt. z plic, mocového
méchyre nebo meékkych tkani. Po prlniku bakterii do dalSich systémU muzZe imunitni systém
po masivnim rozpoznani molekul PAMP reagovat prehnané tzv. ,cytokinovou boufi“, ktera
muzZe dalSimi deregulovanymi kroky vést k posSkozujici obranné reakci a vkonecném

dasledku i ke smrti nemocného.

7.2.2  Antibiotika v imunitni reakci

Cilem uspésné antibiotické IéCby je maximalizovat pravdépodobnost vyléceni, minimalizovat
toxické a jiné nezddouci ucinky antibiotika a minimalizovat vznik rezistence v pribéhu
terapie (Ankomah a Levin 2014). Beta-laktamova antibiotika svym uc¢inkem na inhibici
bakterialni stény zpUsobi lyzu bakteridlni buriky a uvolnéni velkého mnozstvi komponent
bakteriadlni buriky (lipopolysacharidy, kyselina teichoova, kyselina lipoteichoova, bakteridlni
DNA, RNA a dalsi). Tato akce je po masivni identifikaci molekul PAMP slozkami nespecifické
imunity provazena boufrlivou prozanétlivou reakci imunitniho systému (Tauber a Nau 2008).
Tato reakce mizZe byt zavaind zvlasté pfi razantni |écbé onemocnéni provazené vysokou
bakteriadlni nalozi (meningitida, sepse). Takova zanétliva boure po zacatku podavani beta-

laktamovych antibiotik mUzZe zvySovat mortalitu a nasledky onemocnéni (Nau a Eiffert 2005).

Naopak baktericidni ucinek antibiotik, ktery neni provazen lyzou bunécné stény bakterii,
nezplsobi takové uvolnéni prozanétlivych sloZzek imunitni reakce a pravdépodobné muze
zlepsit vysledek lé¢by zdvainych infekénich onemocnéni. Takové vlastnosti vykazuje napfr.
klindamycin, rifampicin nebo aminoglykosidy. Fluorochinolony (napf. trovafloxacin) vykazuji
nizsi prozanétlivy ucinek, zpisobeny zpoZzdénim uvolnéni sloZzek bakterialni stény (Nau et al.

1997).

7.2.3  Imunomodulaéni ucinek antibiotik

Néktera antibiotika vykazuji kromé baktericidniho nebo bakteriostatického ucinku také
nepfimy imunomodulaéni Ucinek. Protizdnétlivé vlastnosti makrolidovych antibiotik u
chronickych zanétlivych onemocnéni jsou znamy vice jak 15 let. Makrolidy vyrazné ovliviuji
uvolnéni cytokint jako IL-8 a TNFa a také dalSich mediator( zanétu (napf. oxid dusnaty NO).
Jsou navic schopny inhibovat chemotaxi leukocytl supresi syntézy endogenniho

chemotaktického faktoru a také interakce bakterii a epitelidlnich bunék. Molekuldrni
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mechanismus uc¢inku makrolidl na funkci neutrofilnich granulocytll neni presné znam,
predpoklada se inhibicni ucinek na degranulaci (Tauber a Nau 2008). Pfizniva
imunomodulacni aktivita makrolidd je klinicky wvyuZivdna u chronickych respiracnich
onemocnéni prevaziné v lécbé chronické panbronchiolitidy a cystické fibrozy. Dlouhodoba
terapie azitromycinem nebo klaritromycinem redukuje aktivitu nemoci, frekvenci exacerbaci
a zlepsuje plicni funkce. Byl také popisovan efekt makrolidd na strukturu a funkci
bakteridlniho biofilmu pravdépodobné cestou inhibice syntézy polysacharid(, které tvofri

hlavni extracelularni slozku biofilmu (Altenburg et al. 2011).

Také tetracykliny maji nékolik nadstandardnich vlastnosti, které doplnuji jejich
antibakteridlni Gcinek. Doxycyklin inhibuje aktivitu kolagenazy neutrofill a redukuje adhezi
leukocytl. Soucasné studie naznacuji imunomodulacéni a neuroprotektivni ucinek
tetracyklin(i (pfevainé minocyklinu) u neurodegenerativnich onemocnéni napf. roztrousené
sklerézy a amyotrofické laterdIni sklerdzy. Predpoklada se, Ze priznivy Uclinek u téchto
onemocnéni je zplsoben dcastecnou inhibici aktivace mikroglii soucasné se snizenim

prozanétlivych molekul IL-1B, TNFa a NO (Tauber a Nau 2008).

Imunosupresivni Ucinek je také znam u antibiotika rifampicin, jehoZz principem je
pravdépodobné suprese aktivity T-lymfocytd a aktivace receptorl pro glukokortikoidy

(Tauber a Nau 2008).

7.2.4 Antibakterialni komponenty krevniho séra

Jiz v 80. letech bylo zjisténo, Ze pfti testovani baktericidie in vitro k usmrceni bakterii nejsou
treba krevni elementy. Melching a Vas vroce 1971 ve své praci sledovali ucinek
hyperimunniho krali¢iho séra ve smési se sérem z kifecka jako zdroje komplementu na kmen
Escherichia coli. Po zacatku expozice jako prvni byla po 5 minutach zasazena syntéza RNA, po
15 minutdch syntéza DNA. Po 25-30 minutdch se projevila vaznouci inkorporace lipidd do
membran a porucha permeability. PostiZzeni syntézy proteinli se projevilo nejpozdéji, az po
30 minutach. Tyto reakce nebyly vyjadieny, pokud byl zdroj komplementu inaktivovan
teplem (termolabilni komponenta), pouze dochdazelo ke shlukovani bakterii Ucinkem
protildtek (termostabilni komponenta). Citlivost ke slozkam séra byla sniZzena v pfipadé
pouziti vysoce nutricniho média, které pravdépodobné umoznilo bakteriim predchazet nebo
|épe reparovat zmény v bakteridlni burice zplsobené sérovymi pUsobky (Melching a Vas
1971, Inglis, Radziwon a Maniero 2008).
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Sérovy komplement je systém série rozpusténych protein(, jehoz cilem je lyzovat bakterialni
bunku. Existuje nékolik cest aktivace komplementu: klasicka cesta, alternativni a lektinova
cesta. Kazda cesta je kaskddou proteaz a ma odlisny zpUsob iniciace kaskady: alternativni a
lektinova cesta funguje bez spoluprace ziskané imunity na zakladé aktivace PAMP. Naopak
klasicka cesta aktivace komplementu je spusténa pfitomnosti protildatek navazanych na
povrch bunécénych stén bakterii nebo biomembran eukaryotickych bunék. Tato cesta je tedy
spojenim mezi vrozenou a ziskanou imunitou. VSechny cesty aktivace komplementu vsak
vedou ke stejnému cili — sestaveni MAC (Membrane Attact Complex), komplexu proteind,

které zpUsobi lyzu bakterie (Inglis, Radziwon a Maniero 2008).

Gram-negativni bakterie (napf. rod Neisseria) jsou diky odliSné struktufe bunécné stény na
plUsobeni komplementu citlivéjsi nez gram-pozitivni bakterie. Mnohem odolnéjsi jsou také
jaderné metabolicky aktivni buriky. Vtomto pfipadé je nezbytny pro lyzu bakterie ucinek

nékolika set az tisicd MAC (Krejsek, Andrys a Krémova 2016).

Kvali teplotni labilité proteint komplementu, je tfeba zpracovavat sérum na ledu, ihned po
rozmrazeni a natedéni, nikdy opétovné nemrazit. Pouziti komplementu v reakcich muze byt
snizeno antikomplementarnim faktorem jinym ne? teplo, také nep¥itomnosti iontd Mg®*, Ca*
(Inglis, Radziwon a Maniero 2008). Antikomplementarni faktory interferuji s aktivitou nebo
funkci komplementu, (napf. cirkulujici imunokomplexy, nékteré soucdsti povrchu lidskych
bunék), pfirozené sérové regulacni molekuly. In vivo maji slozky komplementu kratky
biologicky polocas, ktery mnohdy byva radové jen minuty, poté jsou inaktivovany a

rozlozeny.

Vséru jsou pritomny regulacni molekuly na vétSiné stupnd komplementové kaskady.
Porucha regulace komplementu na nékterém stupni mlzZe zpUsobit zvySené aZ nefizené
spousténi kaskady nebo naopak neucinnost komplementového sytému. Takové poruchy
mohou potom vést k chronickému posSkozeni télnich systému slozkami komplementu.
Porucha aktivace komplementu, nékteré ze slozek systému nebo vycCerpani systému

zpUsobuje sniZzenou odolnost k prevazné bakteridlnim infekcim.
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7.3 MO0OZNOSTI TESTOVANI UCINKU ANTIBIOTIKA

V prabéhu antibiotické lécby pacienta mulZe nastat situace, kdy prestoZze jsou v ramci
optimalizace lé¢by infekce a poddvani antibiotik dodrZzena vSechna doporucend pravidla,
nenastane pozitivni Ucinek antibiotika. V tomto pripadé je v prvni fadé nezbytné potvrdit, Ze
puvodce infekce je bakteridlni, Ze poddvané antibiotikum ma vhodné a dostatecné spektrum
Ucinku i dostatecny prlnik do mista infekce. Vzhledem k mnoha dalSim proménnym

v kone¢ném ucinku je v urcitych pripadech mozné blize sledovat nékteré parametry:

e Sérové nebo tkanové hladiny antibiotika

e Ucinek séra nebo dalsich té&lnich tekutin na mikroorganismy

7.3.1 Testovani hladin antibiotik

Koncentrace antibiotika muiZe byt stanovena biochemickymi nebo mikrobiologickymi
metodami. Nejc¢astéjSi testovanou tekutinou je krevni sérum. Mezi biochemické metody
patfi metody imunoanalytické (fluorescencni polarizacni imunoanalyza, radioimunoanalyza),
které se provadéji na automatickych analyzatorech. Metody separacni zahrnuji kapalinovou

chromatografii s detekci UV nebo s detekci na hmotnostnim spektrometru (HPLC-MS).

Imunoanalyza FPIA (kompetitivni fluorescenéni imunoanalyza) je nejcastéjsSi metoda ke
stanoveni hladin zakladnich antibiotik. Krevni séra jsou zpracovavana v automatickych
systémech (napft. Roche Integra), takZe vysledky mohou byt k dispozici do 1 hodiny od pfijeti
materiadlu do laboratore. V pfipadé velmi vysokych hladin je vZdy nutné ovéfit spravnost
odbéru. Zavainou chybou, kterd mlze ovlivnit vysldek, je odbér krve z cévniho katetru, kam
predtim bylo antibiotikum aplikovano. Mezi nejcastéji takto mérena antibiotika patfi

vankomycin, amikacin, gentamicin.

Pro ostatni antibiotika se vétSinou automatické systémy nepouzivaji a stanoveni koncentrace
separacnimi metodami je tfeba pred vlastni separaci analytll na koloné provést Upravu
vzorkUd za ucelem odstranéni balastnich sloZzek séra. Jednim z postup( je precipitace bilkovin
séra organickym rozpoustédlem (acetonitrilem, metanolem). Supernatant ziskany po
centrifugaci vzorkd se pak podrobi analyze na kapalinovém chromatografu. Analyza se sklada

z nékolika krokU:
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1. Precipitace sloucenim séra s acetonitrilem (nebo metanolem) se provadi z divodu
oddéleni sérovych bilkovin, tedy pripravy séra k extrakci antibiotika z roztoku. Velké
mnozstvi sérovych bilkovin by totiz kompetitivné obsadilo vazebna mista v dalsi
extrakéni fazi a zpUsobilo falesSné negativni vysledek. Precipitaci se uvolni antibiotika
z vazby na sérové bilkoviny.

2. Dalsim krokem je centrifugace séra z dlivodu oddéleni precipitovanych bilkovin od
roztoku.

3. Zesupernatantu ziskame antibiotika z roztoku extrakci, kterd se provadi nékolika
zpusoby. Extrakce kapalina-kapalina se provadi v alkalickém prostiedi pufru, kde
kapalnou fazi je supernatant séra a etylacetat. Trepanim antibiotikum prechazi
do tekutého organického rozpoustédla, které se po centrifugaci oddéli od smési a
pouzije do dalSiho kroku. Druhou metodou je extrakce na pevné fazi, SPE (solid
phase extraction), ve které se pouziva kolona se sorbentem k zachyceni antibiotika.
Tato kolona se poté promyva z dlvodu odmyti balastu, poté findlné promyje
rozpoustédlem, které antibiotikum uvolni z vazby na pevné fazi a vymyje do roztoku
organického rozpoustédla. V soucasné dobé se stala SPE metodou volby pro tekuté
vzorky: ma lepsi selektivitu, specificitu a reprodukovatelnost, mensi spotieba
organickych rozpoustédel, kratsi a jednodussi ptipravu vzorku (Aga et al. 2016).

4. Poslednim krokem je stanoveni mnozstvi extrahovaného antibiotika, a to nejcastéji
metodou HPLC (high performance liguid chromatography, kapalinova
chromatografie). V této metodé se pouzZivaji rizné detektory: detektor diodového
pole (spektrofotometr), fluorescencni detektor nebo hmotnostni spektrometr (mass
spectrometry, MS). Ke vzorku séra se pred pred pripravou (extrakci) pridava analog
antibiotika znaceny izotopem. Ucelem je korekce efektu matrice, ztraty béhem
extrakce a pristrojové variability.

V praxi jsou metody HPLC s UV detekci postupné nahrazovany kapalinovou chromatografii
spojenou s hmotnostni detekci na hmotnostnim spektrometru - HPLC-MS (Obr. 2). Tato
metoda je vSak pro vétsSinu laboratoti nedostupna, moznost stanoveni je bohuzel prozatim
centralizovdna do velkych laboratofi. Ackoliv je imunoanalyza levnéjsi, vykazuje vyssi stupen
zkfizené reaktivity strukturalné podobnych sloZzek a mize detekovat strukturalné podobné

aktivni i neaktivni metabolity antibiotika (Aga et al. 2016).
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Obrdzek 2 Schéma systému kapalinové chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem
(McMaster 2005)

Pro zjisténi tkanovych koncentraci antibiotika je nutné ziskat tkanovou tekutinu. K tomuto
ucelu se pouzivaji mikrodialyzacni sondy. Tyto drobné kanyly se zavedou do tkani. Poté je
sonda proplachovana dialyzaénim roztokem, do kterého z tkani prechdzeji antibiotika.

K analyze se zasila celd sonda, ktera obsahuje cca 10-20 ul tekutiny.

Pokud neni vlokdlni laboratofi kdispozici biochemicky test, je moZino pouzit
mikrobiologickou metodu stanoveni hladin antibiotik, kterd je propracovdna ve dvou
modifikacich, z nichz starsi se nazyva radialni agarova difuize. Agarova plida je naockovana
referencnim bakteridlnim kmenem, ktery je dobre citlivy na dané antibiotikum. Na agarovou
pudu jsou umistény papirové disky nasycené zkoumanym antibiotikem v rliznych fedénich a
nékolika disky nasycenymi sérem pacienta. Agarové pldy s disky jsou inkubovany 18-24 (48)
hodin v teploté a prostredi vhodném pro dany referencni kmen. Po inkubaci jsou zméreny
zény inhibice rlstu, vytvorena kalibracni kfivka ze znamych koncentraci antibiotika. Nékdy se
misto papirovych diski mohou pouzZivat sterilni kovové cylindry (Obr. 3) o prdméru stejném
jako papirovy disk, které se poloZi na agar, nebo se antibiotika a sérum naockuji do otvor(

v agaru pripravenych praraznikem. Podle velikosti inhibi¢ni zény, kterd se vytvorila okolo
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disku se sérem, je vysledna koncentrace antibiotika zjiSténa z grafu (vypoctena). Ve srovnani
s ostatnimi nemikrobiologickymi metodami je tato metoda levnéjsi a k jejimu provedeni neni
zapotrebi specidlni vybaveni, uvadéna chyba 10-20 % (Urbaskova 1985). Je vhodné, aby test
provadéla zkusend osoba za dodrzeni standardnich podminek. Kritickymi body jsou: tloustka
agaru, nutriéni hodnoty agaru a obsah iontd, koncentrace bakteridlniho inokula, inkubaéni

teplota, délka inkubace, pfiprava vzorku pacienta (Dafale et al. 2016).

Obrazek 3 Modifikace radidlni agarovd difuze (cylindr-test, cup-test), vysetieni séra pacienta
léceného kotrimoxazolem, kmen Nocardia farcinica, izolovany z abscesu pacienta, inkubace na KA 72
hodin pri 35+2 °C (foto autorka)

Druhd, novéjsi varianta je analogii stanoveni MIC nebo baktericidie diluéni mikrometodou
pro mikrotitracni desticky. Sérum pacienta, které obsahuje antibiotikum, je
inokulovano definovanou suspenzi referenc¢niho kmene bakterie o znamé MIC. Koncentrace
antibiotik je vypocitana podilem MIC a dilu¢niho faktoru séra, v kterém je zfejma inhibice
rastu bakterie. Fridlund et al. vroce 2016 testovali 88 sér pacientl lécenych beta-
laktamovymi antibiotiky na jednotce intenzivni péce. Vysledky srovnavali s hladinou
antibiotik stanovenou LC-MS. Zjistili korelaci vysetfenych hladin cefotaximu (90 %),
meropenemu (100 %) a piperacilinu (87 %). Tuto inovaci mikrobiologického stanoveni
hladiny antibiotika lze provést v béiné mikrobiologické laboratori bez vétSich narokl na

vybaveni (Fridlund, Woksepp a Schon 2016).

Biochemické metody stanovi v prevazné vétsiné celkovou koncentraci antibiotika, protoze na
zaCatku analyzy dochazi rGznymi metodami kvyvazani antibiotika z vazby na proteiny.
Vysledna hodnota tedy ve vétsiné pripad( neukazuje opravdovou koncentraci aktivni frakce,
kterd neni navazand na bilkoviny krevni plazmy (Addmek 2008). Tato skutecnost neni

vyznamna pro léky s nizkou vazebnosti na bilkoviny (napf. 5%). MzZe to byt ale dllezité u
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antibiotik, které maiji schopnost vice se vazat na proteiny. V pfipadé 50% vazby antibiotika na
proteiny (napf. u vankomycinu) je vysledna sérova hladina o 50 % vyssi neZ koncentrace
aktivni volné slozky. V pripadé vankomycinu je tento fakt nevyznamny, nebot terapeutické
rozmezi je stanoveno z klinickych studii, zamérenych na maximalni Gcinnost a minimalizaci
toxicity. Vyznamné by to mohlo byt, pokud bychom porovnavali sérovou hladinu antibiotika
k MIC bakterie. Vzhledem nezndamé vazebnosti bilkovin v prostredi testovani MIC by mohlo

dojit k vyznamnym diskrepancim.

Stanoveni volné slozky je biochemickym metodami mozné, vyZaduje ale pracnéjsi a drazsi
analyticky postup a v béiné laboratorni praxi neni vyuZivdno. Jednou z metod je pouziti
vysoce propustné ultrafiltrace, jinou metodou je vysoce Uc¢inna chromatografie HPLC/MS
(High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry). Vedle téchto pfimych
metod stanoveni volné frakce byly publikovany prace (napf. pro teikoplanin) snaZici se
vytvorit matematické modely pro vypocet volné frakce z celkové hladiny farmaka a z hladiny
albuminu v plazmé (Ramos-Martin 2014). Volné biologicky ucinné frakce lze také vypocitat
podle literdrnich dat o vazebnosti jednotlivych latek (Tab. 3). Stanoveni volnych frakci ma
vyznam u léCiv s uzkym terapeutickym rozmezim, nebezpecnymi nezddoucimi Ucinky a
velkou vazbou na bilkoviny krevni plazmy (Suchankova 2017). To je vyznamné zvlasté u
stavll, kde dochazi ke zménam koncentrace proteinli v plazmé. Napf. u starsi populace je
vlivem malnutrice, malabsorbce, sniZeni funkéni kapacity jater, polymorbidity a dalSich
faktor( castéjsi hypoalbuminemie. SniZzenim hladiny albuminu v plazmé se sniZuje vazba
nékterych farmak na albumin. PFi chronickych zanétech, infekcich a nadorech se naopak
zvysuje hladina alfa-1-antitrypsinu, ktery rovnéz vaze vice nez sto farmak, a tim naopak jejich

biologickou dostupnost sniZzuje (Adamek 2008).

Dalsi limitaci méfeni koncentraci antibiotik pristrojovymi technikami je fakt, Ze namérena
hodnota nemusi reprezentovat redlnou biologickou aktivitu antibiotika nebo smési
antibiotik, jejichZz spole¢né plsobeni muizZe plsobit na mikroorganismus synergicky nebo

naopak antagonisticky.
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Tabulka 3 Prehled vazebnosti antibiotik na bilkoviny krevni plasmy (podle Jindrdk, Hedlova a
Urbadskova 2014, Grayson 2010)

Antibiotikum Vazba na proteiny Antibiotikum Vazba na proteiny
Penicilin G 50 % Gentamicin <10%
Oxacilin 92-96 % Amikacin <10 %
Ampicilin 20 % Ciprofloxacin 20-40 %
Amoxicilin 20 % Vankomycin 50-60 %
Piperacilin 30% Linezolid 30 %
Cefotaxim 70 % Klaritromycin 70 %
Ceftriaxon 90 % Azitromycin 20-50 %
Ceftazidim 20 % Klindamycin 95 %
Meropenem 2% Kolistin neznama
Imipenem 20 % Sulfimetoxazol 60-70 %

Jednim z pfistupl perzonalizované mediciny je vyuZiti terapeutického monitorovani léciv
(TDM). Tato metoda vyuziva analyzu hladin léCiv v séru nasledovanou interpretaci klinickym
farmakologem nebo farmaceutem. Cilem terapeutického monitorovani |éCiv je optimalizovat
expozici antibiotiky, maximalizovat klinicky vysledek Ié¢by, minimalizovat nezadouci Ucinky a
také wvznik antibiotické rezistence. Vyslednd interpretace mérenych parametrl pfimo

ovliviuje predepisovani [éCiv.

Zakladem TDM je existence blizSiho vztahu mezi farmakologickym Gcinkem 1éciva a jeho
sérovou hladinou spiSe neZ jeho davkou (Kacifova 2015). Pro pouziti metody je nezbytné
méreni sérovych koncentraci antibiotik. Ddvodem pouziti TDM je kontrola spoluprace
pacienta, nedostatecny ucinek IéCiv nebo projevy toxicity. Mezi rizikové skupiny pacientq,
pro které je TDM vhodné, patfi novorozenci, stafi lidé, pacienti s poruchou eliminaénich
organu, pacienti s genetickymi dispozicemi k rychlé nebo naopak pomalé metabolizaci léCiv a

také ti, kterym jsou podavany léciva s rizikovymi interakcemi.

Spravna interpretace namérenych hladin antibiotik vyZaduje znalost parametr( pacienta a
populaéni farmakokinetické parametry antibiotika. Udaje o pacientovi (vék, vaha, rendini
parametry, ¢as a délka podani |éciva, ¢as odbéru sérovych hladin, pfipadné dalsi parametry)

jsou nezbytnou soucasti informaci na spravné a uplné vyplnéném privodnim listu k TDM.
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Populaéni farmakokinetické parametry jsou zahrnuty vTDM pocitatovych programech
vyuzivajici Bayesovsky algorimus. V CR je nejcastéji vyuiivan program MW Pharm. Tento
program umozni na zakladé jedné namérené sérové hladiny stanovit optimadlni davku a
davkovaci interval. Aplikace TDM vyZaduji zna¢né zkusenosti a znalosti farmakokinetickych

principU.

VysSetfeni hladin je vhodné u antibiotik s uUzkym terapeutickym indexem a Spatnou
prediktabilitou sérovych hladin (vankomycin, aminoglykosidy) v pfipadech, kdy se projevuje
velkd variabilita ve farmakokinetice. Spatna prediktabilita 1ékovych hladin je zp(isobend
velkou variabilitou distribuce a eliminace Iéku mezi pacienty. Pacienti s normalni clearance
kreatininu maji sérovy polocas (Ty/;) gentamicinu 0,4-7,6 hodin, pficemz se predpoklada, ze
prodlouzeni Ty, je zplUsoben kumulaci antibiotika v hlubokych tkéanich. Také akumulace
aminoglykosidl v ledvindch a vnitfnim uchu zvySuje riziko toxicity. Peclivé méfeni sérovych
hladin s Upravou davek léciva mlzZe zabranit nebo alespon redukovat toxicitu antibiotika

(Grayson 2010).

V soucasné dobé existuje velka variabilita TDM doporuceni mezi institucemi: tyka se jak
vybéru pacientl, tak doporuceni k odbéru vzorkli pro méreni sérovych hladin, jejich
nacasovani, vybér metod stanoveni a PK/PD cil(i, jakoZ i optimalizace davkovani antibiotik
(Wong 2014). Tradi¢ni pohled na TDM jen jako na metodu snizujici toxicitu je ale prfekonany.

Nyni je hlavnim cilem zlepseni klinickych vysledku 1é¢by (Parker, Sime a Roberts 2015).

Vzhledem k Sirokému terapeutickému rozmezi ostatnich tfid antibiotik (peniciliny,
cefalosporiny, sulfonamidy, chinolony a makrolidy) neni stanoveni sérovych hladin v klinické
praxi béZné pouzivano. Stanoveni hladin téchto antibiotik ale mGze byt pfinosné u pacientd
s poskozenymi eliminacnimi funkcemi (rendlni nebo jaterni selhdvani, renalni selhani) a

kriticky nemocnych.

Ve

7.3.2 Testovani Ucinku télnich tekutin na mikroorganismy

Testovani sérovych hladin antibiotik biochemickymi metodami precisné kvantifikuje
koncentraci |éCiva, ale netika nic o aktualni koncentraci aktivni slozky nebo sloZek, ani o
baktericidni aktivité krve. V nékterych pfipadech je nezbytné podavani kombinaci antibiotik

z dlvodu rozsifeni antimikrobidlniho spektra, snizeni davky z ddvodu toxicity, snizeni
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pravdépodobnosti vyvoje rezistence v pribéhu antibiotické terapie. Tato soucasné podavana
antibiotika a také ostatni |é¢iva mohou spolu interagovat s pozitivnim nebo negativnim
vysledkem. Ztéchto dlvodl byly vytvofeny metodiky, které stanovi konkrétni ucinek
komplexu vsech aktivnich antibakteridlnich slozek pfitomnych v séru nebo jiné télni tekutiné

(Tab. 4).

Tabulka 4 Postup testovani viivu télnich tekutin na mikroorganismy

Sérum k testovani je odebrdno pacientovi s antibiotickou terapii ve
vhodnych intervalech v priibéhu davkovaciho intervalu pacienta.

Kultivace predpokladaného bakterialniho pavodce infekéniho
onemocnéni (kmen izolovany z relevantniho klinického vzorku
pacienta, nejcastéji hemokultury), event. referen¢ni kmen.

Postu - . . . S g

p’ 3 Pfiprava séra v jeho postupném logaritmickém redéni (log 2).
testovani
udinku séra Inokulace bakterialniho ptivodce do nafedéného séra.

Inkubace bakterialniho plivodce s nafedénym sérem.

Detekce vlivu séra na rist a mnoZeni bakterialniho puvodce:
- vySetieni baktericidie séra vyockovanim dle CLSI
- test viability bunék
- turbidimetrie

7.3.2.1 Baktericidie telnich tekutin

Jiz vroce 1947 byla Schlichterem a Mac Leanem popsana metodika stanoveni sérového
inhibi¢niho titru (SIT) pro vedeni antibiotické |é¢by zavainych bakteridlnich infekci (napf.
subakutni infekéni endokarditidy penicilinem). Stanoveni SIT bylo modifikovano v roce 1952
Fisherem z John Hopkins Hospital jako metoda pro stanoveni antibakterialniho potencialu
séra béhem terapie akutnich infekci. Zména vedla ke stanoveni baktericidniho ,end pointu®
a tento test byl nazvan sérovy baktericidni test — Serum Bactericidal Test, jehozZ cilem je

stanoveni sérového baktericidniho titru - SBT (Schwalbe, Steele-Moore a Goodwinet 2007).

V té dobé byly testy pouzivany pro fadu klinickych situaci, ale pfi vedeni antibakterialni
terapie svadély boj s velice rozsifenym stanovovanim MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace)
bakteridlnich patogen(. Stéle vice bylo poukazovano na velky vliv technickych faktor( na

vysledek stanoveni SBT a nutnost standardizace testovani. Proto CLSI tuto metodiku
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standardizovala v roce 1991 a doplnila v roce 1999 (Barry et al. 1999) Tato standardizace
srovnala mezilaboratorni rozdily, které drive vedly k Spatné reprodukovatelnosti a obtizné

interpretovatelnosti testu.

Test SBT je variaci bujénové dilu¢ni metody. Cilem testovani je stanovit, zda tekutina
(nejcastéji krevni sérum) pacientl s antibiotickou Ié¢bou ma schopnost bakterie usmrtit
(redukovat vstupni inokulum o 99,9 %). Vedlejsim cilem je (semi)kvantifikace baktericidniho
ucinku, reprezentovana testovanim séra vjeho postupném logaritmickém redéni (log 2)

s vhodnym diluentem (Mueller-HintonGv bujon, krali¢i nebo lidské sérum).

Testovani SBT je vhodné pro aerobni méné naro¢né mikroorganismy, které dobre rostou
v Mueller-Hintonové bujénu pfi 24 hodinové inkubaci. Pro testovani je pouzivan
pfedpoklddany plvodce infekéniho onemocnéni, tedy kmen izolovany zrelevantniho
klinického vzorku pacienta, nejcastéji hemokultury. Vzhledem k podminkdam testu jsou

nejCastéji testovany stafylokoky, enterobakterie nebo enterokoky.

Testovani SBT je obdobou stanoveni MBC (minimalni baktericidni koncentrace) antibiotika,

evvs

evvs

bakteridlniho kmene inhibuje, se nazyva MIC (minimalni inhibicni koncentrace antibiotika).
Testovani MIC je béZnou soucasti stanovovani kvantitativni citlivosti bakterii izolovanych

z klinickych material( (hemokultury, hnisu, likvoru a dalSich).
SBT (také MBC) mUze byt stanoveno:

— Makrodiluéni metodou ve zklumavkach, kdy je testovano 1-2 ml séra v kaidé
testovaci zkumavce.

— Mikrodiluéni metodou se 100 pl séra v jamce mikrotitracni desticky.

Nejcastéjsi tekutinou, kterd je testovana je krevni sérum, coZ je cast krve po oddéleni
krevniho koagula. Tato ¢ast krve na rozdil od krevni plazmy neobsahuje trombocyty ani
zadné krevni bunky a je vhodna k vizualnimu hodnoceni zakalu. Testovat je mozné ale i jiné

tekutiny, které jsou ciré a nejsou infikované (napf. likvor, kloubni tekutinu, ascites a dalsi).

Sérum k testovani je odebrano pacientovi s antibiotickou terapii ve vhodnych intervalech

v pribéhu davkovaciho intervalu pacienta. Nac¢asovani odbérd zavisi na druhu podavaného
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antibiotika (nebo vice antibiotik). Nejc¢astéji se doporucuji odbéry séra: na zacatku
davkovaciho intervalu po ukonceni podavani antibiotika, kdy je v krvi maximalni koncentrace
antibiotika a predpokladdn nejvyssi ucinek antibiotika (peak concentration, cmax). Tento
odbér by mél byt proveden 30 minut po ukonceni intravendzni infize, 60 minut po
intramuskularnim podani, 90 minut po uZiti antibiotika per os. DalSi sérum ma byt odebrano
concentration, cmin). Problematické je vSak nacasovani odbéra v pfipadé, Ze jsou podavany
dveé a vice antibiotik v odliSnou denni dobu. Ve své préaci Schwalbe doporucuje odbér séra 60
minut po podani druhého antibiotika (Schwalbe, Steele-Moore a Goodwinet 2007).

Schématické znazornéni provedeni SBT je mozno vidét na Obr. 4.
ﬂ Inkubace p¥i 35+2 °C 24-48 hod

Inkubace pfi 35£2 °C 24-48 hod

zakal

>99,9% redukce inokula
SBT

Obrazek 4 Schématické zobrazeni testovani baktericidie séra (zkratky: SIT - sérum Inhibicni titr, SBT
— sérum baktericidni titr)
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V testu byla pouZivana rizna média k fedéni séra, ale pro dobfe rostouci kmeny nevyZadujici
specialni podminky je nejvice uzivany Mueller-Hinton bujon obohaceny ionty Ca** a Mg*".
Dalsi moznosti je pouziti ultrafiltratu pacientova séra. Tento proces zbavi séra antibiotik a
reakce probiha v prostredi nejvice podobném skutecnosti. Pro vétSinu laboratofi je ale
proces ultrafiltrace neprakticky, ne-li neproveditelny. Dale je také mozné pouziti
poolovaného séra. To se ziskava z komercnich zdrojd nebo od darcl (napf. séra s prochazejici
exspiraci z krevni banky). U poolovaného séra ale neni standardizovana kvalita jako u vSech
ostatnich soucasti reakce a navic musi byt stanovena antibakterialni aktivita a pritomnost
beta-laktamdazové aktivity, ktera by mohla inaktivovat néktera antibiotika. Kontrola
antibakterialni aktivity se provadi kapnutim 20 ul séra na papirovy disk, ktery je umistén na
agar s naockovanym referencnim kmenem Bacillus subtilis ATCC6633. Nepritomnost aktivity
se po inkubaci projevi ridstem bacila az k papirovému disku (Schwalbe, Steele-Moore a

Goodwinet 2007). Zakladni terminy spojené s testovanim baktericidie jsou uvedené v Tab. 5.

Tabulka 5 Pojmy spojené s testovdnim baktericidie

MIC (Minimal Inhibitory Concentration):

evvs

vizualné po standardni inkubacni periodé (obvykle 18-24 hodin)

MBC (Minimal Bactericidal Concentration):

evvs

redukci poCtu prezivsich bunék (ve srovnani s inicidlni preinkubacni

Terminy denzitou inokula) za 20-24 hodi
spojené enzitou inokula) za 20-24 hodin
s testovanim SIT (Serum Inhibitory Titer):
baktericidie

nejvyssi redéni (neboli titr) séra pacienta dostavajiciho antibakterialni
IéCbu, kterd viditelné inhibuje rdst mikroorganismu po 20-24

hodinach

SBT (Serum Bactericidal Titer):

nejvyssi redéni (titr) vzorku séra pacienta dostavajiciho
antibakteridlni terapii, ktera zpUsobi 3 log 10 redukci poctu prezivsich

bunék (ve srovnani s inicidlni denzitou inokula) za 20-24 hodin
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Po zjisténi SIT a SBT je moZné stanovit také dalSi parametry lécby antibiotiky: area-under-
the-bactericidal-titre-curve (plocha pod kfivkou baktericidnich titrl, AUC/SBT) a serum
bactericidal rate (SBT-rate). Tyto parametry popisuji rychlost, velikost a trvani baktericidni

aktivity (Barry et al. 1999).

Mezi nejvyznamnéjsi indikace poufziti testu patfi endokarditida, osteomyelitida nebo infekce
imunokompromitovanych pacientl. Nejc¢astéji se testuji antibiotika: beta-laktamy,
aminoglykosidy, nékdy také fluorochinolony nebo glykopeptidy (Schwalbe, Steele-Moore a
Goodwinet 2007). Lécba se povaZzuje za adekvatni, pokud se baktericidni ucinek prokdze
v fedéni séra 1:8 aZ 1:16, u endokarditid 1:32 (Urbaskova 1985). Sculier a Klastersky zjistili, ze
SBT >1:8 u non-neutropenickych pacientll a SBT >1:16 u granulocytopenickych pacient(
dobre koreloval pfi |écbé gram-negativni bakteremie s dobrym klinickym ucinkem u 98 %
(respektive 87 %) pacientl. V této studii bylo SBT testovano druhy den terapie rGznymi
antibiotiky véetné kombinaci a testovani hodnoceno jako jednoduse proveditelné, zvlasté
pokud byl izolovan dobfe rostouci patogen a pokud pacient dostdvd kombinaci antibiotik

(Sculier a Klastersky 1984).

7.3.2.2 Testy viability bunék

Tyto metody jsou zaloZzeny na méreni aktivity, kterd je spojena s Zivotaschopnosti bunék.
Méfi néktery aspekt obecného metabolismu nebo enzymatické aktivity. Pro detekci ucinku
antibiotik je moZné tyto testy vyuzZit jako variantu detekce inokula v konecné fazi vysetreni
baktericidie tekutin. Jejich vyhodou je, Ze jsou vhodné pro mikrometody a k detekci a
kvantifikaci vysledného signalu Ize pouZit pristroje typu spektrofotometr nebo detektor

fluorescencniho zareni.

Vsechny tyto metody vyZaduji inkubaci reagentu s populaci bunék, aby byl substrat
konvertovdn na barevny nebo fluorescencni produkt, ktery muZze byt detekovan. Pokud
bunky zemrou, rychle ztraceji schopnost ménit substrat na produkt. Trochu odlisna je pouze
analyza ATP, pfi které po pridani reagentu dochazi ihned k rupture bunék, takZe nepotrebuje
inkubacni periodu. Testy se v soucasné dobé pouzivaji napriklad k méreni vlivu latek na
proliferaci bunék, testovani cytotoxického ucinku nebo také jako vnitfni kontrola jinych
metod vyuzivajicich buriky nebo bunécné kultury (napf. testy méreni vazby na receptory a

razné transdukcni procesy, monitorovani funkce organel).
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Prvni metodou je kolorimetricka analyza vyuZivajici redukci tetrazolu jako detektoru viability
bunék. Ze sloucenin tetrazolu se nejcastéji se pouzivda MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid), ktery md pozitivni naboj a dobfe pronikd do eukaryotickych
bunék. Viabilni buriky s aktivnim metabolismem méni Zluty tetrazol na fialovy formazan,
vétsinou pfijetim elektronu z bunééného NADH’, ktery se méni na NAD*. MTT analyza se
proto Casto pouzivda k méreni mitochondridlni aktivity. Pokud bunky zemfiou, ztraceji
schopnost tetrazol konvertovat. Formazan se v pfipadé MTT analyzy kumuluje jako
nerozpustny precipitat uvniti bunék blizko bunécného povrchu a také v kultivaénim médiu.
Pfed findlni analyzou je treba formazan rozpustit a poté je detekovan spektrofotometricky

pfi vinové délce 570 nm.

Sila signdlu je zavisla na koncentraci MTT, délce inkubacni periody a poctu viabilnich bunék a
jejich metabolické aktivité. Délka inkubacni periody je limitovana vzhledem k cytotoxickému
prostiedi detekcnich reagens, proto je také MTT analyza koncipovana jako findlni. Pro
populaci bunék v log fazi rlstu je mnozstvi produkovaného formazanu Umérné poctu
metabolicky aktivnich Zivotaschopnych bunék a vykazuje linearni zavislost odpovédi (Riss et

al. 2004).

Nové byly k analyze vyvinuty slouéeniny tetrazolia, konvertujici se v pritomnosti viabilnich
bunék na formazan, ktery je rozpustny pfimo v kultivanim médiu. Mezi tetrazoliové
slouceniny této kategorie patfi: MTS (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-
2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium), XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium-5-karboxanilid), WST (water-soluble tetrazolium salts). Negativni naboj téchto
reagens zpUsobuje solubilitu vysledného formazanu, ale bohuzel také limituje jejich prinik
do bunék. Proto se v testu kombinuji s akceptory elektron(, jako jsou fenazine-metyl-sulfat
(PMS) nebo fenazine-etyl-sulfat (PES). Tyto slouc¢eniny do bunék pronikaji a poté se vraci v
redukovaném stavu na povrch bunék, kde konvertuji tetrazol na solubilni formazan (Riss et

al. 2016).

Zivotaschopnost bakterii v roztoku detekuji také testy vyuZivajici redukci barviva resazurinu,
coz je redoxni indikator, ktery dobrfe pronikd do bunék. Resazurin po rozpusténi ve
fyziologickém roztoku tvofi tmavé modrou tekutinu a mize byt pfidan pfimo do kultivacniho

média. Viabilni bunky s aktivnim metabolismem redukuji modry resazurin za vzniku produktu
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resorufinu, ktery je riZovy a ma schopnost fluorescence. Schéma chemické reakce redukce

resazurinu je mozno vidét na Obr. 5.

NADH NAD+*
HO\ A O\ o _‘_-__O HO Y _,.O._H N _;O
| L L J
~ N+ - = HN N2
o
Resazurin Resorufin

Obrazek 5 Schéma chemické reakce redukce resazurinu (Riss et al. 2016).

Pfidavani dodatecného akceptoru elektronu neni u resazurinu tfeba, i kdyZz mlzZe zrychlit
reakci. Mnozstvi rezorufinu je Umeérné mnozstvi viabilnich bunék a vznikly fluorescencni
signal je mozné kvantifikovat za pouziti fluorometru s 560 nm excitacnim a 590 nm emisnim
filtrem. Resorufin je moZné detekovat také zménou absorbance, ackoliv tento postup neni
ptilis pouzivan, protoze detekce fluorescence je vice senzitivni. Odecet vysledku reakce muze
byt také pouze kvalitativni, protoze zména je dobre viditelnd i pouhym okem. Analyza
pouZivajici redukci resazurinu je mirné citlivéjsi nez metody pouzivajici redukci tetrazolu a

v soucasné dobé je uprednostiiovana (Riss et al. 2016).

Mezi nevyhody testll s resazurinem patfi moZnost fluorescencni interference s dalSimi
testovanymi slozkami a mozny pfimy cytotoxicky ucinek na bunku. Tento ucinek byl na
bunécnych kulturach (HepG2 — bunécna kultura bunék lidského karcinomu jater) pozorovan
jiz po 4 hodinach a je pravdépodobné zplsobeny interferenci barviva s normalni funkci

bunék nejspise depleci redukovanych forem nukleotid( (Riss et al. 2004).

Obecnou nevyhodou obou testl (s tetrazoliem i resazurinem) je nutnost inkubace substratu
s testovanymi burikami pfi vhodné teploté (37°C) po urcitou dobu. Tato inkubace muize zvysit
moznost vzniku artefakt( pfi reakci s dalSimi slozkami reakce, predstavuje také manipulaci
navic, coZ zvysuje mozZnost chyb a prodluZuje testovani, a neni vhodna pro automatické

systémy.
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Resazurin je Siroce pouZivan jako bioanalyzator Zivotaschopnosti bunék a cytotoxicity latek
jiz témér 50 let v rdznych biologickych a environmentalnich systémech. Poprvé byl pouZit v
roce 1929 vyzkumniky Peschem a Simertem ke zjisténi kvasinkové kontaminace miléka
(Rampersad 2012). Od té doby byl pouzit také na dalSich typech bunék véetné bakterii, plisni,
prvokd, bunécénych kultur savcich i rybich bunék. Obecné je pouzivan k monitorovani zdravi
bunky, apoptézy, funkce a kontroly bunécného cyklu, toxikologického fizeni
environmentanich rizik cytotoxicity, testovani citlivosti na antimikrobidlni Iatky (Rampersad

2012).

Resazurin byl extenzivné pouZivan v biomedicinskych vyzkumech, které testuji citlivost
velkého mnoZstvi patogen( k antimikrobidlnim [atkam, véetné klinicky vyznamnych kvasinek
a vlaknitych hub (véetné Aspergillus spp., Candida spp.). Vysledky vykazovaly silnou
kompatibilitu s referenénimi metodami CLSI (Yamaguchi et al. 2002). S dobrym vysledkem
byl pouzit také v Iékovém skriningu pouzivajicim bakterialni patogeny - Mycobacterium spp.,
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Pseudomonas spp. (Yajko et al. 1995, Reis et al.
2004). PoufZiti resazurinu v testovani baktericidie antibiotik kmene Escherichia coli ATCC

25922 je mozno vidét na Obr. 6.

Optimalni pH testovani by mélo byt v rozhrani 7,0-7,4, kultivacni médium musi mit pufrovaci
kapacitu. Optimalni inkubaéni teplota je 37°C a desticky by mély byt zajistény proti
odparovani. Teplota by méla byt stald, stejna v celém rozsahu mikrotitracni desticky.
Resazurin je fotosenzitivni, proto celd inkubace by méla probihat v temnu. Negativni a
pozitivni kontrola by mély byt koncipovany tak, aby zjistily interakce, které mohou vytvaret
artefakty a zpusobit faleSné reakce. Je také doporuceno, aby kultivacni médium bylo
chemicky definovano a aby end-point reakce zastihl bunky v exponencidlni fazi rlstu.
Blednuti r(izové barvy (zeslabeni fluorescence) mlize byt zplsobené tvorbou bezbarvého
dihydroresorufinu pfi pfiliS prolongované inkubaci. Pouziti fetalniho bovinniho séra nebo
bovinniho sérového albuminu muzZe také zeslabovat reakci. K falesné reakci mlize také dojit
pfi mikrobialni kontaminaci a vést k faleSné pozitivnim vysledkiim. Je proto nutné pracovat

za aseptickych podminek (Rampersad 2012).
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Obrdzek 6 Testovdni baktericidie antibiotik za pouZiti resazurinu, kultivace Escherichia coli ATCC
25922, inkubace 36+2 °C 24 hodin v béZné atmosfére, modré zbarveni signalizuje negativni rist,
rlZové zbarveni pozitivni rist (foto autorka)

Potencidlnim nedostatkem téchto metabolickych analyz je, Ze nerozliSuji mezi aktivné se
délicimi bunkami a témi, které jsou zivé, ale necinné, coz mlze vést k nadhodnoceni
vysledného poctu bunék. DalsSim potencidlnim rizikem muze byt, Ze vysledny sniZzeny pocet
viabilnich bunék je chybné interpretovan jako cytotoxicky efekt, prestoZze se mize jednat
o suboptimdlni podminky testovani. Vysledky testovdani mohou byt ovlivnény mnoZstvim
faktor(: kultivaéni médium a jeho soucasti, pufrovaci kapacita, pH, hustota bunék,
vyparovani, edge-effect mikrotitracni desticky, inkubacni teplota, chemické interakce
komponent média, sloZek testovani, davkovani a ¢as expozice, stability sloZzek reakce po
dobu testovani, dostupnost pfristroji (spektrofotometr, fluorometr, luminometr),
reprodukovatelnost a opakovatelnost pokusl, celkové ndklady, toxicita pro pracovnika a

prostfedi (Rampersad 2012).

Pokud je tfeba testovat opravdu jen délici se bunky, je moiné pouzit test bunécné
proliferace za pouziti nukleotidovych analogu. Jako specificky marker proliferace je vybrana
syntéza DNA za poutziti znacenych nukleotidovych analogll. Kvantifikace znacené DNA je

radioizotopovad a jedna se o termindlni test (Rampersad 2012).

DalSim testem viability bunék je analyza proteazové aktivity, kdy je pouzivan protedzovy
substrat GF-AFC (glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin). Tato latka je selektivni pro
protedzy, pritomné pouze v Zivych bunkach. Substrat pronikd do cytoplazmy bunék, kde je
cytoplazmatickou aminopeptiddzou konvertovan na aminofluorokumarin, jenz generuje

fluorescenéni signal umérny poctu viabilnich bunék. Vyhodou tohoto testu je jen mala
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cytotoxicita substratu a po vyhodnoceni testu zlstdvaji buriky nadale Zivotaschopné k
dalSimu testovani. | kdyz analyza vyZzaduje inkubaci, je vyrazné kratsi nez u predchozich dvou

testU: 0,5-1 hodiny (Riss et al. 2004).

NejcastéjsSi metodou testovani viability bunék je analyza ATP, coZ je uznavany marker
Zivotaschopnosti bunék. Jakmile bunka ztrati intergritu, rychle ztrati také schopnost
syntetizovat ATP, pfiCemzZ endogenni ATPazy rychle rozlozi zbyly ATP z cytoplasmy. K detekci
signalu je vyuZivan luciferin a luciferdza svétlusek. Pfi tvorbé luciferin-adenylatového
komplexu dochazi k uvolnéni pyrofosfatu a za pfitomnosti kysliku k uvolnéni svétla, jehoz

intenzita je zavisla na mnozstvi vychoziho ATP (Obr. 7).

Viable Cell

H COOH Luciferase
O\O::{)_d“j’ + ATP —— Light
S

Luciferin

Obrazek 7 Schéma analyzy ATP (Riss et al. 2016)

Novou metodou je real-time assay pro viabilni buriky, ktery vyuziva luciferazu z morskych
krevet a malé molekuly pro-substratu. Viabilni buriky s aktivnim metabolismem redukuji pro-
substrat na substrat a ten reaguje s luciferdzou za vzniku luminiscen¢niho signalu. Tato
analyza m(Ze byt koncipovadna pro kontinualni odecitani nebo jako konecnd analyza. Pro
kontinualni odeditani muUze byt luminiscentni signdl méren opakované v pribéhu delsi
Casové periody: tedy v realném case. Slozky reakce jsou velmi dobre tolerovany. Tento typ

analyzy je ¢asto kombinovan s jinymi testy viability bunék (Riss et al. 2016).

Existuje tedy velké mnoiZstvi testl detekujici Zivotaschopnosti bunék, kazdy z nich ma své
vyhody a nevyhody. Detekce ATP je nejvice senzitivni metoda, je sloZzena jen z nékolika
krokd, je nejrychlejsi, ma nejmensi interference. Zatimco redukce tetrazolu nebo resazurinu
jsou levnéjsi alternativou, které mohou také dosahnout adekvatnich vysledk( zavislych na
designu experimentu. Slozky detekce proteazové aktivity jsou nejméné cytotoxické, a proto

je tato metoda vhodna k doplnéni ostatnich analyz jako nezavisly nebo konfirmacni test.
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V soucasné dobé nejnovéjsi moznost real-time assay nabizi sledovani viability bunék v

redlném case a moznost kombinovani této metody s ostatnimi analyzami (Riss et al. 2004).

7.3.2.3 Turbidimetrie

Turbidimetrické a nefelometrické postupy jsou bézné analytické metody, které s pouzivaji
v klinické biochemii zejména ke stanoveni velké skupiny bilkovin. Turbidimetrie je opticka
metoda zaloZzena na méfeni prochazejiciho svétla zeslabeného rozptylem a pohlcenim na
Casticich a patfi do velké skupiny metod méticich stupen zakalu — turbidity. Absorpce zareni
pti prichodu nehomogennim prostfedim, tj. koloidnim roztokem nebo roztokem s jemnou
srazeninou, se méfi absorpénimi fotometry a spektrofotometry. Méreni se provadi v pfimém
sméru v ose svételného paprsku (Stern 2006). Princip metody je schematicky zobrazen na

Obr. 8.

Filtr vinové délky Detektor prochazejiciho
svétla

0
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Zdroj zareni Kyveta se vzorkem

Obrdzek 8 Schematické zndzornéni turbidimetrie (volné podle Stern 2006).

Fotometricka citlivost je zavisla na vinové délce a na koncentraci zkoumané latky. Specifické
proteiny se cCasto stanovuji pti nejkratsi vinové délce dosazZitelné standardnim
spektrofotometrem (napf. 340 nm blizké UV oblasti). Do UV oblasti jiz nelze postupovat,
protoZe se zacnou projevovat nespecifické absorpce nezreagovanych bilkovin, které mohou

zkreslit vysledek reakce. Nejvétsi citlivosti turbidimetrickych reakci je dosahovano modrym
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svétlem (435-480 nm). Vztah mezi absorbanci a koncentraci ¢astic je pro malé castice
obvykle linearni, coz ale nemusi platit pro imunochemické reakce. Linedrni vztah se mlze
ménit na nelinearni zménou vinové délky zareni. Hemolyza a ikterus nemaji pfi turbidimetrii

tak velky rusivy vliv jako pFi nefelometrii (Stern 2006).

Intenzita proslého svétla (lp) je mensi nez intenzita svétla dopadajiciho (I) na zkoumany
vzorek. Toto zeslabeni popisuje veli¢ina transmitance (T, T = I/lp). Nabyva hodnot 0 (veskeré
zareni pohlceno) az 1 (veskeré zareni propusténo, pfi zkoumani fluorescencnich latek
dokonce > 1). Zapornym dekadickym logaritmem transmitance je veliina absorbance (A) a
vyjadfuje schopnost latky pohlcovat elektromagnetické zareni urcité vinové délky. Ve
zfedénych disperznich roztocich je prechod mezi absorpéni fotometrii a turbidimetrii neostry

a mérena velicina se nazyva turbidance (T).

Turbiditu lze méfit na jakémkoli fotometru za predpokladu, Ze suspenze je bezbarva. Pri
zakalovych metodach je tfeba peclivé sledovat rlizné proménné hodnoty (pomér Cinidel,
zpUsob michani, potfepavani), hodnota blanku by méla byt < 0,25 A. Pfi stanoveni je
nejvétsSim problémem donutit mérenou slozku, aby vytvofila difuzni jemné rozptylené
Castice o vhodné velikosti. Vétsina analyzator( stfedni cenové kategorie ma fotometrickou
citlivost 2 0,02 mA a reprodukovatelnost cca 5 %. Tyto spektrofotometry by nemély byt
pouzivany tam, kde je tfeba velkd pfesnost méFeni (Stern 2006). Bakterie v priib&hu mnozeni
vytvari v tekutém vzorku zakal, turbidimetrie vyuzivd méreni zmény intenzity zakalu média
v zavislosti na Case. Pouziva se k méreni celkového poctu mikroorganismi a je zavisla na

velikosti pocatecniho inokula.

7.3.2.4 Time-kill assay

Je metoda pozivana kobjasnéni dynamiky interakci mezi antibiotikem a bakteridlnim
kmenem, kterd muZe rozlisit ucinek antibiotika zavisly na ¢ase nebo na koncentraci. Pro
bakterie je tato metoda standardizovana v dokumentu CLSI M-26A z roku 1999. K testovani
je treba 3 zkumavky s bakteridlni suspenzi v mnoiZstvi 5 x 10° CFU/ml. Prvni a druha
zkumavka obsahuje zkoumanou latku v rliznych koncentracich (0,25 x MIC, 1 x MIC). Treti
zkumavka je koncipovdana jako pozitivni kontrola rGstu. Zkumavky jsou inkubovany po dobu
0, 4,6, 8, 10, 12 a 24 hodin. Ve stanovené casy jsou zkumavky vyockovavany na agary a po
inkubaci spocitan pocet narostlych kolonii. Je hodnocen baktericidni efekt (90% pokles poctu
CFU za 6 hodin nebo 99,9% za 24 hodin).
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Tato metoda mulZe ukdzat intenzitu uUcinku antibiotika nebo kombinace antibiotik na
bakteridlni kmen, testuje faktickou aktivitu antimikrobialnich slozek (Balouiri, Sadiki, a
Ibnsouda 2016). Vhledem k tomu, Ze ke kazdému testu je potieba vétsi mnozstvi testované
tekutiny (3-10 ml), Ize tuto bioanalyzu vyuzit vomezené mife napf. pro tekutiny, které je
mozné odebrat pacientovi v dostate¢ném mnozstvi (kloubni tekutina, peritoneaini dialyzat,

tekutina z abscesu).

7.3.2.5 Dalsi metoady

Mezi perspektivy méfeni ucinku antibiotik patfi metody pouzivajici nanotechnologie.
Navazani antimikrobidlni latky na cilové misto vede ke stresu bakterialni membrany. Nova
technologie pouZivajici nanoelektromechanické konzole pusobi jako senzor povrchového
stresu bakteridlni bunky. Tato metoda byla vyvinuta pro méreni koncentrace aktivni formy
antibiotik. Nanomechanické senzory méfi ucinek antibiotik i ve velmi nizkych koncentracich.
Prvnimi mérenymi antibiotiky byly vankomycin a oritavancin a prozatim je tato metoda

pouze ve vyzkumném stadiu (Ndieyira et al. 2014).

Vjiné analyze jsou pouzivany bioreportéry, geneticky upravené Zzivé bunky schopné
produkce detekovatelného signdlu, jakmile detekuji cilovou Ilatku. Bioreportéry jsou
vytvoreny genovou technologii a typicky obsahuji plasmid s dvémi genetickymi slozkami: gen
pro jeden nebo vice proteini specifickych pro detekci (biosenzor) a promotorové nebo
operatorové misto operonu pro produkci signalu, ktery je umistén v blizkosti genu pro
senzorovy protein. Bioreportérové mikroorganismy pro detekci rezidua antibiotik jsou
vytvoreny rekombinantni DNA metodou premisténim genl rezistence a jejich spojenim

s geny pro produkci signdlniho proteinu (Obr. 9).
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Obrdzek 9 Schéma bioreportéru k méreni koncentrace tetracyklinu za pouZiti genu pro efluxni
pumpu TetR, po navdzdni tetracyklinu dojde k aktivaci a transkripci genu s ndslednou syntézou efluxni
pumpy, soucasné dojde k aktivaci reportérového genu a ndsledné syntéze luciferdzy, vysledkem je
eflux tetracyklinu z buriky a produkce lumiscence (podle Aga et al. 2016)

Bioreportérové mechanismy nachazeji své misto v environmentdlnim vyzkumu k detekci
aktivnich forem antibiotik, jejich rezidui a metabolitd. Vyhodou této metodiky je, Ze neni
tfeba sloZitd extrakce a koncentrovani antibiotik. Bioreportéry jsou také vyuZivany

v environmentalni detekci téZkych kovi nebo organickych sloucenin (Aga et al. 2016).
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8 CiLE DISERTACNI PRACE

Zakladnim cilem bylo ziskani validnich vysledk( ucinku antibiotika v télnich tekutinach
v kratSim case, neZz umoznuje standardni metodika dle CLSI (Barry et al. 1999), kdy jsou
vysledky k dispozici nejdfive za 48-72 hodin od zacatku laboratorniho testovani (72-96 hodin
od odbéru klinického materialu). Byly navrZzeny dvé modifikace standardni metodiky CLSI

s cilem zkraceni doby testovani:

1. Modifikace méreni turbidimetrie (¢as do vysledku 6, 8, 24, 48 hodin)

2. Modifikace pouziti barveni resazurinem (¢as do vysledku 8, 24, 48 hodin)

Cilem testovani a statistického zpracovani bylo potvrdit nebo vyloucit shodu testovani
baktericidie tekutin (SBT - serum bactericidal testing) dle CLSI M21-A Guidelines (Barry et al.

1999) s modifikovanymi metodami testovani pomoci turbidimetrie a barveni resazurinem.

Za nulovou byla zvolena hypotéza, Ze se referencni metoda CLSI nelisi od ostatnich metod.
Pro signifikantni vysledky byl stanoven 5% (0,05) interval spolehlivosti. Tedy nulovou

hypotézu Ize zamitnout v pfipadé, Zze vyznamnost < 0,05.
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9 METODIKA

Prace byla rozdélena na dvé casti podle typu vySetfovanych tekutin. Pro testovani
baktericidie byly pouZity dva rGzné druhy substrat(: tekutd média s vybranymi antibiotiky
v rliznych koncentracich (testovani baktericidie antibiotik) a krevni séra pacientl s probihajici
antibiotickou terapii (testovani baktericidie séra). Priprava desticek tak byla mirné odlisna

podle testovaného materialu.

TESTOVAN( BAKTERICIDIE ANTIBIOTIK KMENY ESCHERICHIA COLI

Z HEMOKULTIVACI

9.1 MATERIAL A PRISTROJE
Sterilni mikrotitracni desticky s 96 jamkami, v 8 fadcich a 12 sloupcich o vnéjsich rozmérech

86 x 128 m (VWR Tissue culture plates, USA), mikrotitracni pipeta, bakteriologické klicky,
kryobanky (Itest, CZ)

Resazurin sodium salt (Alamar Blue — Sigma-Aldrich, USA), CAMHB - cation adjusted Mueller
Hinton Broth (Sigma Aldrich, USA), jatrovy bujon (Trios, CZ), meropenemum trihydricum
(Meropenem KABI 1 g, INJ/INF PLV SOL, Fresenius Kabi, CZ), piperacillinum natricum et
tazobactamum natricum (Piperacillin/tazobactam KABI 4 g/0,5 g, INF PLV SOL, Fresenius
Kabi, CZ), gentamicini sulfas (Gentamicin LEK, 40 mg/2 ml, INJ/INF SOL, LEK Pharmaceuticals,
Slovinsko), amikacini disulfas (Amikacin Medopharm, 500 mg/2 ml INJ/INF SOL,

Medochemie, Kypr), krevni agar (Trios, CZ), aqua pro injectione (BBraun, CZ).

Referenéni kmen Escherichia coli ATCC 25922 (E.coli), klinické izolaty E. coli (n = 29)
z hemokultur izolované vletech 2015-2017 a uchovavané v kryobankach (Itest, CZ)

v mrazicim boxu pfi-70 °C £ 5 °C.

Denzitometr (Densi-La-Meter®, Erba Lachema, CZ), spektrofotometr (Thermo Scientific™

Multiskan™ FC Microplate Photometer)
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9.2 PRACOVNI POSTUP

9.2.1 Soubor bakterialnich kmen(

K testovani byly pouZity bakterialni kmeny Escherichia coli izolované z hemokultur pacientd
Fakultni nemocnice Hradec Krédlové, 12 zen a 17 muz(, prGimérného véku 66,8 roku (min 0O,
max 91, median 74 let). Pacienti byly hospitalizovdni v internich oborech (51,7 %),
jednotkach intenzivni péce (27,6 %), pediatrii (10,3 %), chirurgii (10,3 %). Hemokultury byly
kultivovany na Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové, kmeny byly
sbirdny konsekutivné v dubnu, kvétnu a ¢ervnu v letech 2015, 2016 a 2017 do celkového
poctu 29. Citlivost kmenl byla stanovena diskovou difuzni metodou nebo diluéni

mikrometodou za pouZiti interpretacnich kritérii EUCAST (EUCAST 2019).

Zakladni charakteristika citlivosti testovacich kment k antibiotikim moZzno vidét na Obr. 10.

Jeden kmen produkoval Sirokospektrou beta-laktamdazu ESBL.

M rezistentni K citlivy

Obrdzek 10 Prehled rezistence kmeni E. coli testovaciho souboru k antibiotikiim (Cisla v grafu
ukazuji % rezistence, citlivost kment byla stanovena diskovou difuzni metodou nebo dilucni
mikrometodou za pouZiti interpretacnich kritérii EUCAST)
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Jako kontrolni kmen byl pouzZit referencni kmen E. coli ATCC 25922. VSechny izolaty i
referencni kmen byly uchovany zamrazenim v kryobankach v mrazicim boxe pfi -70 °C £ 5 °C,

pred pouzitim byly revitalizovany vyockovanim na krevni agar (KA) a 1x preockovany.

9.2.2 Pfiprava zasobniho roztoku antibiotik

Po rekonstituci antibiotika v aqua pro injectione byl ptipraven do zkumavek zakladni roztok
antibiotik ptridanim CAMHB (cation adjusted Mueller Hinton Broth): amikacin v koncentraci
32 mg/l, gentamicin v koncentraci 32 mg/|, piperacilin/tazobaktam v koncentraci 128 mg/|

piperacilinu, meropenem v koncentraci 8 mg/I.

9.2.3 Pfiprava mikrotitracnich desticek

e Do vsech jamek fady A mikrotitracni destic¢ky bylo napipetovano 100 ul CAMHB.

e Do fady B bylo inokulovdano 100 pl zakladniho roztoku daného antibiotika
nasledovné: B1-3 gentamicin, B4-6 amikacin, B7-9 piperacilin/tazobaktam, B10-12
meropenem. Z jamek A obsahujici antibiotika bylo pfeneseno 100 ul do jamky B, po
promichani do C a tak dale az do jamky H, ze které bylo 100 pl tekutiny po
promichani odstranéno. Schéma mikrotitracni desticky viz Obr. 11 a Obr. 12. Pro
kazdy kmen byly pripraveny 2 desticky (A, B). Celkem 62 desti¢ek pro 31 kmend,
ztoho 29 kmenu E. coli z hemokultur, 2x referen¢ni kmen E. coli ATCC 25922 (1x

testovan jako kontrola v pokusu 16/5 2016, 1x testovan jako kontrola v pokusu 6/6

2016).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB
B 16 16 16 16 16 16 64 64 64 4 4 4
C 8 8 8 8 8 8 32 32 32 2 2 2
D 4 4 4 4 4 4 16 16 16 1 1 1
E 2 2 2 2 2 2 8 8 8 0,5 0,5 0,5
F 1 1 1 1 1 1 4 4 4 0,25 0,25 0,25
G 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 2 2 2 0,125 0,125 0,125
H 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 1 1 1 0,06 0,06 0,06

GEN GEN GEN AMI AMI AMI PPT PPT PPT MER MER MER

Obrdzek 11 Schéma pfipravené mikrotitracni desticky 16. 5. 2017 (koncentrace v jamkdch v mg/I.)
Zkratky: CAMHB cation adjusted Mueller Hinton Broth, GEN gentamicin, AMI amikacin, PPT
piperacilin/tazobaktam, MER meropenem
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A | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB | CAMHB
B 8 8 8 16 16 16 64 64 64 1 1 1
C 4 4 4 8 8 8 32 32 32 0,5 0,5 0,5
D 2 2 2 4 4 4 16 16 16 0,25 0,25 0,25
E 1 1 1 2 2 2 8 8 8] 0,125| 0,125| 0,125
F 0,5 0,5 0,5 1 1 1 4 4 4 0,06 0,06 0,06
G 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 2 2 2 0,03 0,03 0,03
H 0,125| 0,125| 0,125 0,25 0,25 0,25 1 1 1| 0,015| 0,015| 0,015
GEN GEN GEN AMI AMI AMI PPT PPT PPT MER MER MER

Obrdzek 12 Schéma pfFipravené mikrotitracni desticky 6. 6. 2017 (koncentrace v jamkdch v mg/l)
Zkratky: CAMHB cation adjusted Mueller Hinton Broth, GEN gentamicin, AMI amikacin, PPT
piperacilin/tazobaktam, MER meropenem

9.2.4 Ptiprava bakterialniho inokula

Byly pfipraveny suspenze bakteridlniho inokula z referenéniho kmene E. coli ATCC 25 922
(desticky ESCO15, ESCO31) a klinickych izolatd E. coli (n = 29). Suspenze kmenuU byla
pfipravena v CAMHB z 5-10 kolonii narostlych po 16-24 hodinach inkubace na KA, denzita

inokula odpovidala 0,5 stupnice podle McFarlanda a byla zkontrolovdna denzitometrem.

9.2.5 Inokulace suspenze kmenl
Mechanickym inokuldatorem (,jezkem®) byla provedena inokulace mikrotitracni desticky ve
vSech jamkach kromé jamek A1-A6, které slouzily jako negativni kontrola (Obr. 13).

Pfeneseno bylo 1.5 uL suspenze bakteridlniho inokula.

Kazdy kmen byl testovan na dvou destickach (A, B). Byla provedena kontrola Cistoty inokula
vyoCkovanim sterilni 10 ul bakteriologickou klickou na krevni agar, inokulum bylo

rozockovano kfizovym roztérem.
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NEG KO | NEG KO | NEG KO | NEG KO | NEG KO | NEG KO | POZ KO | POZ KO | POZ KO | POZ KO | POZ KO | POZ KO

o o wm >

GEN GEN GEN AMI AMI AMI PPT PPT PPT MER MER MER

Obrazek 13 Schéma inokulované mikrotitracni desticky (sedé ozanceny jamky s inokulovanou
suspenzi kmene) Zkratky: NEG KO negativni kontrola, POZ KO pozitivni kontrola, GEN gentamicin, AMI
amikacin, PPT piperacilin/tazobaktam, MER meropenem.

9.2.6 Kontrola velikosti a Cistoty inokula

Pro kazdy kmen byly ptipraveny tfi zkumavky s 0,9 ml fyziologického roztoku, oznaceny 71,
Z2, 73 a dva KA oznacdené Cislem kmene a fedénim -2 nebo -3. Z jamky A12 desticky B bylo
preneseno 100 ul suspenze do zkumavky 71, poté je preneseno 100 pl ze zkumavky Z1 do 72,
ze Z2 do Z3. Ze zkumavek Z2 bylo vyockovano 100 pl suspenze na krevni agar KA-2, ze
zkumavky Z3 na krevni agar KA-3. Sterilni bakteriologickou klickou byla tekutina rozetfena po

celém krevnim agaru. Agary byly ddle inkubovany 24 a 48 hodin v termostatu pti 35 + 2 °C.

Po 18-24 hod a 48 hodinach inkubace bylo provedeno zjisténi poctu CFU na krevnim agaru Z-
2 a Z-3. Hodnoty byly zaznamenany do tabulky. Jednotlivé kroky kontroly finalniho inokula je

mozno vidét na Obr. 14.

100pl 100pl 100l

(A9
( ()
( ()
( ()
( ()
( ()
( ()
()

ﬂ 100pl ﬂ 1o0ul

Inkubace pfi 3542 °C 24-48 hod
Obrdzek 14 Schéma kontroly findlniho inokula
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Z hodnot poc¢tu CFU na krevnim agaru Z-2 a Z-3 byl pro kazdy kmen proveden vypocet
hodnoty finalniho inokula v poc¢tu CFU/mIl. Hodnoty findlniho inokula byly zaznamenany do
tabulky. Cilova hodnota byla stanovena 5x10° CFU/ml (rozpéti 1x10° -1x10° CFU/ml) dle CLSI
M21-A 1999.

Z velikosti findlniho inokula byl stanoven letdlni end-point (> 99,9 % findlniho inokula),
provedena korelace srejection value podle tabulek CLSI M21-A, ktera redukuje chyby
testovani: velikost inokula, jednoduché vs. dvojité testovani, chyby pipetovani a obsahuje

Poissonovu distribuci odpovédi vzorkt (Barry et al. 1999).

9.2.7 Inkubace desticek

Vsechny naockované mikrotitracni desticky byly pfikryty vickem, rozdéleny do skupiny A a B.
Skupina A byla uréena pro modifikaci méfeni turbidimetrie a pro klasickou metodu dle CLSI,
skupina B byla uréena pro modifikaci s pouZiti barveni resazurinem. VSechny desticky byly

inkubovany v termostatu v bézné atmosfére pfi 35 + 2 °C.
9.2.8 Stanoveni MIC a MBC (skupina inokulovanych desticek A)

9.2.8.1 Turbidimetrie

Kazda mikrotitracni desticka skupiny A byla mérena ve spektrofotometru pfi vinové délce
405 nm a 620 nm v case inkubace 2 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin, 8 hodin a 24 hodin. Pred
kazdym mérenim byly desticky ve spektrofotometru kratce protiepany (t = 5 s). Vysledky

turbidance byly zaznamenany do tabulky.

V programu Microsoft Excel 2013 bylo provedeno zpracovani vyvoje absorbance. Pro kazdy
kmen E. coli v kazdém redéni antibiotika v ¢ase 2, 4, 6, 8, 24 hodin pro vinovou délku 405 nm

a 620nm:

— byl stanoven pridmér turbidance (Tb) ze tfi sloupcld stejného fedéni stejného
antibiotika
— byla stanovena zména turbidance Tb (ATb v procentech) od pocatecni turbidance Tb
(mérené po 2 hodinach inkubace)
— byly stanoveny 3 sety vysledku, kdy
o Jamka hodnocena jako pozitivni, pokud ATb > 20 %.

o Jamka hodnocena jako pozitivni, pokud ATb > 25 %.
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o Jamka hodnocena jako pozitivni, pokud ATb > 30 %.

Jako kontrola rdstu kmene a spravnosti probéhlého pokusu byla vyhodnocena absorbance

pozitivnich a negativnich jamek.

9.2.82 Stanoveni baktericidie dle CLS/

Po inkubaci a méreni turbidance v ¢ase 24 hodin byla u kazdé desticky v kazdém sloupci
fedéni antibiotik zjisténa prvni jamka vradé redéni ATB, kterda nema viditelny rust
(stanovena MIC minimadlni inhibi¢ni koncentrace). VSechny jamky bez viditelného rustu
kazdého antibiotika byly vyockovany na krevni agar ke zjisténi MBC24 CLSI (minimalni
baktericidni koncentrace po 24 hodinach): mikropipetou bylo pfeneseno 100 pl suspenze na

krevni agar oznaceny Cislem kmene a umisténim vyockované jamky.

Vsechny agary byly vloZzeny do termostatu a inkubovany v bézné atmosfére pfi 35+ 2 °C24 a

48 hodin. Po inkubaci byl odecten pocet narostlych CFU, zaznamenan do tabulky.

Pro kazdy sloupec fedéni antibiotika byla stanovena MBC24 CLSI minimalni baktericidni

koncentrace:

— pocet CFU narostlych na krevnim agaru po vyockovani byl porovnan se stanovenymi
end-points jednotlivych kmenu E. coli (viz kap. 3.5).

— poté byla urcena MBC24 CLSI, coZ je nejmensi fedéni antibiotika, ze kterého po
vyocCkovani vyrostl £ CFU neZ byl stanoveny letalni end-point pro dany kmen (za

stanovenou dobu bylo usmrceno > 99,9 % findlniho inokula).

9.2.9 Modifikace barveni resazurinem (skupina inokulovanych desticek B)

Skupina naockovanych mikrotitra¢nich desti¢ek B byla uréena k testovani modifikaci barveni
resazurinem. Desticky byly inkubovany v bézné atmosfére pfi 35 + 2 °C a v Case inkubace 7
hodin bylo do kazdé jamky pfidano 9 ul resazurinu (Alamar Blue, Sigma-Aldrich). Po 1 hodiné
inkubace byla provedena kontrola zmény barvy jamek z modré (negativni rist) na rliZovou
(pozitivni rast), k hodnoceni zmény barvy nejsou pouzity Zadné zobrazovaci techniky

(,,,ouhym okem®).

Pro kazdy kmen bylo do tabulky zaznamenano nejmensi fedéni séra s negativnim rlstem
kazdého antibiotika (modré zbarveni), oznaceno jako MIC8 resazurin (minimalni inhibi¢ni

koncentrace po 8 hodinach).
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Prvni sloupec kaZdého antibiotika byl uren ke stanoveni baktericidie: vSechny jamky
s modrym zabarvenim (pfedpokladany negativni rdst) byly vyockovany na krevni agar ke
zjisténi MBC8 resazurin (minimalni baktericidni koncentrace po 8 hodinach): mikropipetou
bylo preneseno 100 pl suspenze na krevni agar oznaceny Cislem kmene a umisténim
vyockované jamky a testovanou metodou. VSechny agary byly vloZzeny do termostatu a
inkubovany v bézné atmosfére pfi 352 °C 24 a 48 hodin. Po inkubaci byl odecten pocet

narostlych CFU, zaznamenan do tabulky.
Pro kazdé atibiotikum byla stanovena MBC8 resazurin:

— pocet CFU narostlych na krevnim agaru po vyockovani byl porovnan se stanovenymi
end-points jednotlivych kmen( E. coli.

— poté byla urcena MBC8 resazurin, definovana jako nejmensi fedéni antibiotika, ze
kterého po vyockovani vyrostl £ CFU nez byl stanoveny letdlni end-point pro dany

kmen (za stanovenou dobu bylo usmrceno = 99,9 % finalniho inokula).

Po vyockovani prvnich sloupct byly vSechny desti¢ky skupiny B opét prikryty vickem a spolu s
naockovanymi krevnimi agary byly vloZzeny do termostatu, kde byly inkubovany v bézné

atmosfére pfi 35+ 2 °C.

Po 18-24 hodinach inkubace byl proveden odecet MIC24 resazurin (minimalni inhibi¢ni
koncentrace po 24 hodinach), definovany jako nejmensi koncentrace antibiotika
s negativnim rldstem (modré zbarveni). Stejnym zplUsobem jako MBC8 byla vyhotovena

MBC24 resazurin.

Postup prace s inokulovanymi destickami je schématicky zobrazen na Obr. 15.
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Obrdzek 15 Schématické zobrazeni postupu prdce s inokulovanymi destickami

9.3  STATISTICKE ZPRACOVAN(

!

Po 24 hod inkubace
stanoveni MIC 24
resazurin

Za poutziti programu Microsoft EXCEL byly vypocitany 20%, 25% a 30% odchylky turbidance.

Vysledky baktericidie antibiotik byly oznadeny jako log2 fedéni vychozi koncentrace

antibiotika (1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8.). Za standardni byly zvoleny vysledky dle metodiky

baktericidie CLSI24. Prehled statistickych skupin viz Tab. 6.
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Tabulka 6 Prehled statistickych skupin, v tabulce oznaceny teckou

TURBIDIMETRIE
RESAZURIN CLSI
405 nm 620 nm
8 hod +
. |24 stan-
6 hod |8 hod |24 hod |6 hod |8 hod |24 hod | 8 hod | subkulti-
hod dard
vace
30% zména ° ° ° ° ° °
25% zména ° ° ° ° ° ° ° ° ° °
20% zména ° ° ° ° ° °

Byly porovnany odchylky vysledk(l jednotlivych testovanych modifikaci od standardniho
testovani SBT dle CLSI (porovnany pdry vysledk(). Odchylka vysledku je definovdna jako
odlisny vysledek testovani modifikace v poc¢tu jamek (fedéni log2) od CLSI. Pozitivni odchylka
statistické hodnoceni byl pouZit Wilcoxon Signed Ranks Test, k potvrzeni spravnosti vysledku

jesté parovy Studentlv t-test.

Nulova hypotéza byla definovana tak, ze se referentni metoda CLSI nelisi od ostatnich
metod. Non-inferiorita byla potvrzena, pokud vysledky oboustranné p-hodnoty > 0,05.
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software Microsoft Excel 2013 (Microsoft,
USA), MedCalC 9.5.2.0 (MedCalc, Belgium) a SPSS plus v. 26.0 (IBM SPSS Statistics for
Windows, version 26.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
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TESTOVANI BAKTERICIDIE SERA

9.4 MATERIAL A PRISTROJE

Sterilni mikrotitracni desticky s 96 jamkami, v 8 fadcich a 12 sloupcich o vnéjsich rozmérech
86 x 128 m (VWR Tissue culture plates, USA), mikrotitracni pipeta, bakteriologické klicky,
kryobanky (Itest, CZ)

Resazurin sodium salt (Alamar Blue — Sigma-Aldrich, USA), CAMHB - cation adjusted Mueller
Hinton Broth (Sigma-Aldrich, USA), jatrovy bujén (Trios, CZ), piperacillinum natricum et
tazobactamum natricum (Piperacillin/tazobactam KABI 4 g / 0,5 g, INF PLV SOL, Fresenius
Kabi, CZ), gentamicini sulfas (Gentamicin LEK, 40mg/2ml, INJ/INF SOL, LEK Pharmaceuticals,

Slovinsko), krevni agar (Trios, CZ), aqua pro injectione (BBraun, CZ).

Referencni kmen E. coli ATCC 25922, uchovany v kryobankach (Itest, CZ) v mrazicim boxu pfi

-70°C+ 5 °C.

Denzitometr (Densi-La-Meter®, Erba Lachema, CZ), spektrofotometr (Thermo Scientific™

Multiskan™ FC Microplate Photometer)

9.5 PRACOVNI POSTUP

9.5.1 Soubor pacientu, odbér, transport a uchovani sér

Pro testovani baktericidie byla pouZita séra deseti pacient(l (6 Zen, 4 muz() IV. Interni kliniky
Fakultini nemocnice Hradec Kralové, vékového priméru 49,2 let (min 22 let, max 66 let,
median 48,5 roku). Séra byla odebrdna z dlvodu stanoveni hladiny beta-laktamovych
antibiotik v ramci terapie febrilni neutropenie pfri Ié¢bé hematoonkologického onemocnéni
v letech 2012-2013. Antibiotikum piperacilin/tazobaktam (PPT) bylo podavano v davce 4,5 g
v prodlouZené influzi trvajici 3 hodiny vintervalu po 8 hodinach, celkova délka terapie se

ridila klinickym stavem pacienta. Charakteristiku souboru pacientll je moZno vidét v Tab. 7.

Testovani bylo povoleno Etickou komisi Ceské lékaFské komory v Hradci Kralové €. 201807

S23P.

60



Tabulka 7 Zakladni charakteristika souboru pacienti

pacient | pohlavi vék kultivace pod.ayar.le zakladni diagnoza
antibiotikum
1 zena 45  negativni PPT, CIP, COT, AMI myelom
2 zena 65 E.colimoc PPT, CLA, COT, AMI Burkittav lymfom
akutni
3 Zena 61 negativni PPT, CIP monoblastickd/monocyticka
leukemie
4 Zena 64 negativni PPT B lymfom
5 Zena 66 negativni PPT, CIP akutni myeloblasticka leukemie
akutni
6 muz 22 negativni PPT, CIP monoblasticka/monocyticka
leukemie
7 Zena 52  negativni PPT, CIP akutni myeloblasticka leukemie
8 muz 34  negativni PPT, CIP akutni myeloblasticka leukemie
9 muz 40 negativni PPT, CIP, COT akutni myeloblasticka leukemie
10 muz 43 I:ézzrug Nosa ppr B lymfom

Zkratky: AMI amikacin, CIP ciprofloxacin, CLA clarithromycin, COT trimethoprim-sulfamethoxazole,
E. coli — Escherichia coli, PPT piperacilin-tazobaktam, P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa.

Prvni krev byla pacientim odebrana pred zacatkem podavani PPT, dalsi vzorky krve za 3, 6
a 8 hodin po prvnim podani PPT. Druha série ¢tyr krevnich vzorkd byla odebrdna v pribéhu
tretiho dne terapie PPT: pred podanim prvni denni davky PPT, dale po 3, 6 a 8 hodinach.
Davka a €as podani PPT, ¢as odbéru krve, davka a doba podani soucasné podavanych jinych

antibiotik byly zaznamendny do tabulky.

Po odbéru byla krev vySetfena na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni
nemocnice Hradec Krdlové, kde probéhla separace séra. Sérum bylo poté stabilizovano
pfidanim 1 molarniho MES pufru (2-(N-Morfolino)etansulfonic acid hydrat, Sigma-Aldrich)
vpoméru 1:1. Sérové koncentrace byly stanoveny metodou HPLC-MS (kapalinovou
chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii). Po odbéru ke zpracovani ke stanoveni

hladiny antibiotika byla séra uloZzena do mraziciho boxu na-70°C+5 °C.
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Tato zbyla séra byla poskytnuta k testovani baktericidie, pred vysetfenim byla rozmrazena na
pokojovou teplotu. Séra oznacena Cislem pacienta P01 aZz P10, potradim odbéru 1-8. Prehled
vysetfenych sér je mozno vidét vtabulce 8, tfi séra byla plné vyuzZita pro stanoveni

koncentrace antibiotika a pro vy3etreni baktericidie jiz nebyla k dispozici.

Tabulka 8 Prehled ¢asovdni odbért krve (vysetrend séra jsou v tabulce oznacena teckou)

1. den podavéni antibiotika 3. den podavani antibiotika
. Pred Po3 Po 6 Po 8 Pred Po 3 Po 6
Pacient podanim hod hod hod podanim hod hod L

1 ) ° ) ° ° ) ° °
2 ° ° ° ° ° ° ° °
3 ° ° ° ° ° ° ° °
4 ° ° ° ° ° ° ° °
5 ° o ° ° ° ° °
6 ° ° ° ° ° ° °

7 ) ° ) ° ° ) ° °
8 ) ) ) ) ) ) ) )
9 ) ° ) ° ° ) ° °
10 ) ) ) ) ) ) )

9.5.2 Ptiprava zasobniho roztoku antibiotik
Pro kontrolu metody byla pouZita antibiotika gentamicin a piperacilin/tazobaktam, pred

testovanim byly pfipraveny zasobni roztoky: po rekonstituci antibiotika v aqua pro injectione
byl ptipraven do zkumavek zakladni roztok antibiotik pridanim CAMHB (cation adjusted
Mueller Hinton Broth), gentamicin vkoncentraci 8 mg/l, piperacilin/tazobaktam

v koncentraci 32 mg/| piperacilinu.

9.5.3 Pfiprava mikrotitracnich desticek
e Do jamek A bylo napipetovano 100 ul pacientského séra, do jamky B bylo

napipetovano 100 pl pacientského séra a soucasné 100 pul CAMHB (cation adjusted
Mueller Hinton Broth). Vysledna fedéni 1:1 v jamce A, 1:2 v jamce B.

e Kazdé sérum bylo testovano ve dvou sloupcich ve dvou mikrotitracnich destickach
(celkem Ctyrikrat), viz Obr. 16.

e Misto poslednich dvou sér posledni mikrotitraéni desticky bylo napipetovano

o dojamek A a B 100 ul CAMHB pro pozitivni a negativni kontrolu
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o do jamek C 100 ul zakladniho roztoku antibiotik: gentamicinu,
piperacilin/tazobaktamu pro kontrolu metodiky.

e Do vSech ostatnich jamek mikrotitracnich desticek bylo napipetovano 100 ul CAMHB.

e 7 jamek obsahujici fedéni séra 1:2 (A nebo B) bylo preneseno 100 pul do dalsi jamky,

po promichani 100 ul do dalsi a tak ddle, az z posledni jamky ve sloupci (fada H) je

100 pul tekutiny po promichani odstranéno. Schéma mikrotitracni desticky viz Obr. 16.

e Redéni kontrolnich antibiotik bylo provedeno stejnym zp(isobem od jamek C k H.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A sérum | sérum| sérum | sérum| sérum | sérum| sérum | sérum POz POz NEG NEG
B 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 POz POz NEG NEG
C 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 16 16 4 4
D 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 8 8 2 2
E 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 4 4 1 1
F 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 2 2 0,5 0,5
G 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1 1 0,25 0,25
H 1:128 1:128 1:128 1:128 1:128 1:128 1:128 1:128 0,5 0,5 0,125| 0,125
PPT PPT GEN GEN
Séruml Séruml Sérum2 Sérum2 | Sérum3 Sérum3 Sérum4 Sérum4 [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l]

Obrdzek 16 Schéma pfipravené mikrotitracni desticky (poméry v tabulce oznacuji Fedéni séra,
koncentrace antibiotik je jednotkdch mg/l) Zkratky: GEN gentamicin, NEG negativni kontrola, POZ
pozitivni kontrola, PPT piperacilin/tazobaktam

9.5.4 Pfiprava bakterialniho inokula
Referencni kmen E. coli ATCC 25922 uchovany zamrazenim v kryobance v mrazicim boxe pfi

-70 °C £ 5 °C byl pred pouZitim revitalizovan vyockovanim na krevni agar, pred pouzitim 1x
preockovan. Suspenze byla pfipravena dotykem 5-10 kolonii narostlych po 16-24 hodinach
inkubace na krevnim agaru a pfenesenim do CAMHB pokojové teploty ve zkumavce, denzita

inokula 0,5 McFarlanda byla kontrolovana denzitometrem.

9.5.5 Inokulace suspenze kmene
Mechanickym inokuldtorem (,jezkem”) byla provedena inokulace vsech jamek mikrotitracni

desticky (1,5 pl) kromé jamek negativni kontroly. Poté byla provedena kontrola Cistoty
inokula vyockovanim sterilni 10 ul bakteriologickou klickou na krevni agar, inokulum bylo

rozockovano kifizovym roztérem.

63



9.5.6 Kontrola velikosti inokula
Pro kmen byly pfipraveny tfi zkumavky s 0,9 ml fyziologického roztoku, oznaceny 71, 72, 73 a

dva krevni agary oznacené Cislem kmene a fedénim 2 nebo 3.

Zjamky A9 posledni desti¢ky (pozitivni kontrola) bylo pfeneseno 100 pl suspenze do
zkumavky 71, poté bylo preneseno 100 pl ze zkumavky Z1 do 72, ze 72 do Z3. Ze zkumavek
Z2 bylo vyockovano 100 ul suspenze na krevni agar KA2, ze zkumavky Z3 na krevni agar KA3.
Sterilni bakteriologickou klickou byla tekutina rozetfena po celém krevnim agaru. Krevni

agary byly dale inkubovany 24 a 48 hodin v termostatu pti 35 + 2 °C.

Po 18-24 hod a 48 hodinach inkubace bylo provedeno zjisténi poctu CFU na krevnim agaru
Z2 a Z3. Hodnoty jsou zaznamenany do tabulky. Jednotlivé kroky kontroly finalniho inokula je

mozno vidét na Obr. 14.

Z hodnot poctu CFU na krevnim agaru Z2 a Z3 byl proveden vypocet hodnoty finalniho
inokula v po¢tu CFU/ml. Cilova hodnota byla stanovena 5x10° CFU/ml (rozpéti 1x10° -1x10°
CFU/ml).

Z velikosti finalniho inokula byl stanoven letalni end-point (> 99,9 % finadlniho inokula),
provedena korelace srejection value podle tabulek CLSI, ktery redukuje chyby testovani:
velikost inokula, jednoduché vs. dvojité testovani, chyby pipetovani a obsahuje Poissonovu
distribuci odpovédi vzorkd - napfiklad pro finaIni inokulum 6x10°> CFU/ml je letaIni end-point

29 CFU (Barry et al. 1999).

9.5.7 Inkubace desti¢ek
Vsechny naockované mikrotitracni desticky byly pfikryty vickem, rozdéleny do skupiny A a B.

Skupina A byla urcena pro tubidimetrii a pro klasickou metodu dle CLSI, skupina B pro
modifikaci s pouZiti barveni resazurinem. VSechny desticky byly vloZzeny do termostatu, kde

byly inkubovany v bézné atmosfére pfi 35 °C + 2 °C.

9.5.8 Stanoveni MIC a MBC (skupina inokulovanych desticek A)

9.5.8.1 Turbidimetrie
Kazda mikrotitracni desticka skupiny A byla méfena ve spektrofotometru pfi vinové délce

405 nm a 620 nm v Case inkubace 2 hodiny 4 hodiny, 6 hodin, 8 hodin a 24 hodin od
inokulace. Pred kazdym mérenim byly desticky ve spektrofotometru kratce protrepany (t =

5s). Vysledky turbidance (Tb) byly zaznamenany do tabulky.
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V programu Microsoft Excel 2013 bylo provedeno zpracovani vyvoje turbidance. Pro kazdé

sérum v kazdém redéni v ¢ase 2, 4, 6, 8, 24 hodin pro vinovou délku 405 nm a 620 nm:

— byl stanoven primér Tb ze sloupcl stejného rfedéni séra, pozitivni kontroly (POZK),
negativni kontroly (NEGK), kontrolnich antibiotik piperacilin/tazobaktam a
gentamicin.

— byla stanovena zména Tb (A Tb) v procentech od pocdatecni turbidance Ab (mérené
po 2 hodinach inkubace).

— byly stanoveny tfi sety vysledk, kdy

o Jamka hodnocena jako pozitivni, pokud ATb > 20 %.
o Jamka hodnocena jako pozitivni, pokud ATb > 25 %.

o Jamka hodnocena jako pozitivni, pokud ATb > 30 %.

Jako MIC4 405, MIC4 620 (po 4 hod inkubace), MIC6 405, MIC6 620 (po 6 hod inkubace),
MIC8 405, MIC8 620 (po 8 hod inkubace), MIC24 405, MIC24 620 (po 24 hod inkubace) bylo
hodnoceno nejvétsi fedéni séra, které nevykazovalo pozitivni rdst v daném case pfi méreni

prislusnou vinovou délkou. Prehled stanovenych velicin viz Tab. 6.

9.5.8.2 Stanoveni baktericidie dle CLS/
Po 24 hodinové inkubaci byla stanovena MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) u kazdého

vzorku séra. MIC byla definovana jako prvni jamka v fadé fedéni séra nebo antibiotika, ve
které nebyl viditelny rdst. Nasledné ze vSech jamek bez viditelného ristu bylo vyockovano
mikropipetou 100 pl suspenze na krevni agar ke stanoveni MBC24 CLSI (minimalni
baktericidni koncentrace) po 24 hodinach podle metodiky CLSI. Jednotlivé krevni agary byly
oznaceny Cislem séra pacienta (P01-10), porfadim odbéru séra (1-8) a polohou pfislusné

jamky, kterd zéroven urcuje také redéni séra (napi. D2).

Vsechny agary byly inkubovany v bézné atmosfére pfi 35 £ 2 °C, po 24 a 48 hodinach byl

odecten pocet narostlych CFU a zaznamenan do tabulky.
Pro kazdy sloupec fedéni séra je stanovena MBC (minimalni baktericidni koncentrace):

— pocet CFU narostlych na krevnim agaru po vyockovani je porovnan se stanovenym

end-point testovaného kmene E. coli.
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— je urena MBC24 CLSI jako nejvétsi redéni séra, ze kterého byl po vyockovani pocet
CFU mensi nebo roven letalnimu end-pointu pro dany kmen, tj. bylo usmrceno
> 99,9 % finalniho inokula.

— jako kontrola metody byla stanovena MIC24 CLSI, MBC24 CLSI pro antibiotika
piperacilin/tazobaktam a gentamicin, ktera byla umisténa v posledni mikrotitracni

desti¢ce. Porovnany s referenénimi hodnotami (Barry et al. 1999).

9.5.9 Stanoveni MIC a MBC modifikaci resazurinem (skupina inokulovanych desticek B)
V Case inkubace 7 hodin bylo do kazdé jamky desti¢ek skupiny B pfidano 9 ul resazurinu

(Alamar Blue, Sigma-Aldrich). Po 1 hodiné inkubace byla provedena kontrola zmény barvy
zmodré (negativni rast) na rdZovou (pozitivni rdst), hodnoceni barevné zmény bylo

provedeno vizudlné.

Pro kazdy kmen bylo do tabulky zaznamenano nejvétsi redéni séra s negativnim rdstem
(modré zbarveni), oznaceno jako MIC8 resazurin (minimalni inhibi¢ni koncentrace po 8

hodinach).

Prvni sloupec kazdého séra byl uréen ke stanoveni baktericidie: vSechny jamky s modrym
zabarvenim (prfedpokladany negativni rlst) byly vyockovany na krevni agar ke zjisténi MBC8
resazurin (minimalni baktericidni koncentrace po 8 hodinach). Mikropipetou bylo prfeneseno
100 pl suspenze na krevni agar oznaceny Cislem séra, dale umisténim vyockované jamky
(napt. A3) a testovanou metodou. VSechny agary byly vloZzeny do termostatu a inkubovany
v béZné atmosfére pri 3512 °C 24 a 48 hodin. Po inkubaci byl odecten pocet narostlych CFU,

zaznamenan do tabulky.

Pro kazdé sérum byla stanovena MBCS8 resazurin, definovana jako nejvétsi redéni séra, ze
kterého po vyockovani vyrostl < CFU neZ byl stanoveny letdlni end-point pro dany kmen (za

stanovenou dobu bylo usmrceno > 99,9 % findlniho inokula).

Po vyockovani prvnich sloupcl byly vSsechny desticky skupiny B opét prikryty vickem a spolu s
naockovanymi krevnimi agary byly vloZzeny do termostatu, kde byly inkubovany v bézné

atmosfére pfi 3512 °C.

Po 18-24 hodinach inkubace byl proveden odecet MIC24 resazurin (minimalni inhibi¢ni
koncentrace po 24 hodinach), definovany jako nejvétsi fedéni séra s negativnim rlstem

(modré zbarveni).
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Jako kontrola ristu kmene a spravnosti probéhlého pokusu byla vyhodnocena absorbance

pozitivnich a negativnich jamek a MIC, MBC24 CLSI pro gentamicin a piperacilin/tazobaktam.

Postup prace s inokulovanymi destickami je schématicky zobrazen na Obr. 15.

9.6 STATISTICKE ZPRACOVANI

Za pouziti programu Microsoft EXCEL byly vypocitany 20%, 25% a 30% odchylky turbidance
(ATb). Za standardni byly zvoleny vysledky dle metodiky baktericidie CLSI24. Statisticky byly
vyhodnoceny odchylky vysledk( modifikaci od standardni metodiky, statistické skupiny jsou

totozné jako v testovani riznych kmen E. coli (viz kapitola 9.3, Tab. 6).

Byly porovnany odchylky vysledk( jednotlivych testovanych modifikaci od standardniho
testovani SBT dle CLSI (porovnany pary vysledkt). Odchylka vysledku je definovana jako
odlisny vysledek testovani modifikace v poc¢tu jamek (fedéni log2) od CLSI. Pozitivni odchylka
statistické hodnoceni byl pouZit Wilcoxon Signed Ranks Test, k potvrzeni spravnosti vysledku
jesté parovy Studentlyv t-test. Nulova hypotéza byla definovdna tak, Ze se referen¢ni metoda
CLSI nelisi od ostatnich metod. Non-inferiorita byla potvrzena, pokud vysledky oboustranné
p-hodnoty > 0,05. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software Microsoft Excel
2013 (Microsoft, USA), MedCalC 9.5.2.0 (MedCalc, Belgium) a SPSS plus v. 26.0 (IBM SPSS
Statistics for Windows, version 26.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
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10 VYSLEDKY

10.1 VYSLEDKY TESTOVANI BAKTERICIDIE ANTIBIOTIK KMENY ESCHERICHIA COLIZ HEMOKULTIVACI

K testovani baktericidie antibiotik bylo pouzZito 29 kmenQ E. coli od 29 pacienti Fakultni
nemochice Hradec Kralové izolované z hemokultivaci vletech 2015-2017 a referencéniho

kmene E. coli ATCC 25 922.

Vysledky testovani baktericidie standardni metody dle CLSI a ostatnich modifikaci

zpracovanych jednotlivymi statistickymi testy jsou zobrazeny v nasledujicich tabulkach a
grafech. Vysledky srovnani testovani

baktericidie antibiotika amikacinu pfi pouziti

Studentova parového t-testu, respektive Wilcoxon Signed Ranks Testu viz Tab. 9 a Graf 1.
Tabulka 9 Statistické zpracovdni testovdni amikacinu, srovndni standardni metody vysetreni

baktericidie dle CLSI a ostatnich modifikaci uZitim pdrového Studentova t-testu (Paired Samples Test,
zkratka PST) — Cervend cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modra Cisla (zkratka WSRT), statisticky

vyznamnd non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné

Parové rozdily p- p-
Pary Porovnavané Sméro- stand. 95% Interval hodnota | hodnota
metody Primér datna chyba spolehlivosti oboustr. | oboustr.
odchylka | prdméru Dolni Horni (PST) (WSRT)
— 0,
Par1 G =E05 A1 -1,7742 1,4308 0,2570 -2,2990 -1,2494 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
— 0,
Par 2 CLSI =30% ATb -1,0000 0,8563 0,1538 -1,3141 -0,6859 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
p CLSI - 30% ATb
Par 3 24 hod. 405 nm 0,0000 0,7303 0,1312 -0,2679 0,2679 1,000 0,763
— 0,
Par 4 CLSI =30% ATb -1,6452 1,3552 0,2434 -2,1423 -1,1481 0,000 0,000
6 hod. 620 nm
— 0,
Par5 GBI =ElES AL -0,9355 0,8139 0,1462 -1,2340 -0,6370 0,000 0,000
8 hod. 620 nm
. CLSI-30% ATb
Par 6 24 hod. 620 nm 0,0645 0,5122 0,0920 -0,1234 0,2524 0,489 0,480
— 0,
Par7 ORI -1,7097 1,4421 0,2590 -2,2386 -1,1807 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
— 0,
Par 8 CLSI=25% ATb -1,0000 0,8563 0,1538 -1,3141 -0,6859 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
p CLSI - 25% ATb
Par9 24 hod. 405 nm 0,0000 0,7303 0,1312 -0,2679 0,2679 1,000 0,763
Par CLSI - 25% ATb
10 6 hod. 620 nm -1,6129 1,3084 0,2350 -2,0928 -1,1330 0,000 0,000
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Par | CLSI—25% ATb

i orod coomm | 09032 | 08309 | 01492 | -1,2080 | -0,5985 | 0,000 0,000
Par | CLSI—25% ATb

" >4 ot e90 nrn | 00645 | 05122 | 00920 | -0,1234 | 02524 0,489 0,480
Par | CLSI—20% ATb

s erod avenm | L6129 | 12564 | 02257 | -2,0737 | -1,1521 | 0,000 0,000
Par | CLSI—20% ATb

12 orod a0snm | 09677 | 08750 | 01572 | -1,2887 | -0,6468 | 0,000 0,000
Par | CLSI—20% ATb

" >4 o 205 o | 00000 | 07303 | 01312 | -0,2679 | 02679 1,000 0,763
Par | CLSI—20% ATb

10 e a0 nm | L5484 | 12607 | 02264 | -2,0108 | -1,0860 | 0,000 0,000
Par | CLSI—20% ATb

- orod ea0mm | 08710 | 08462 | 01520 | -1,1814 | -0,5606 | 0,000 0,000
Par | CLSI—20% ATb

" 24 hod. a0 ey | 00645 | 05122 | 00920 | -0,1234 | 0,2524 0,489 0,480
Par | CLSI—resazurin | o305 | (8139 | 01462 | -1,2340 | -0.6370 | 0,000 0,000
19 8 hod.

Par CLSI — resazurin

i 8 hod. + -0,2300 | 0,7600 | 0,1400 | -0,5100 | 0,0500 0,109 0,109

subkultivace

Par | CLSI—resazurin |y cpen | 07220 | 01298 | -0,8135 | -0,2832 | 0,000 0,001
21 24 hod.

PFi srovnani modifikaci metod poskytuje nejlepsi vysledky pouziti turbidimetrie za 24 hodin

pfi urceni SIT v poslednim fedéni, které vykazuje zménu turbidity < 20 %. Obé pouzité vinové

délky (405 nm i 620 nm) vydavaly statisticky non-inferiorni vysledky, i kdyZz vinova délka

405 nm méla vyssi hodnotu oboustranného p (0,763 proti 0,480 pfi vinové délce 620 nm).
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resazurin SIT24 24 hod - CLSI 0,000
resazurin SBT8 8 hod +subkultivace - CLS| 0,109
resazurin SIT8 8 hod - CLSI 0,000
<20% ATb 24 hod 620nm - CLS| ————— 0,480
<20% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 24 hod 405nm - CLS| S (0,763
<20% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000
<25% A Th 24 hod 620nm - CLS| ———————— 0,480
<25% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 24 hod 405nm - CLS| S (,763
<25% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 24 hod 620nm - CLS| —e—————————— (0,480
<30% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 24 hod 405nm - CLS| s 0,763
<30% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000

Srovnavané pary metod

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000

Oboustranna p-hodnota

Graf 1 Grafické zndzornéni vysledki oboustrannych p-hodnot testovdni amikacinu, srovndni
standardni metody vysetfeni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci pomoci Wilcoxon
Signed Ranks Testu (grafickd osa x: oboustranna p-hodnota, statisticky vyznamnd non-inferiorita >
0,05)

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibicni titr, SBT sérum bactericidnil titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute.

Srovndni testovani antibiotika gentamicinu vSech modifikaci se standardni metodou CLSI

obéma statistickymi metodami viz Tab. 10 a Graf 2.
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Tabulka 10 Statistické zpracovdni testovdni gentamicinu, srovndni standardni metody vysetreni
baktericidie dle CLSI a ostatnich modifikaci uZitim pdrového Studentova t-testu (Paired Samples Test,

zkratka PST) — Cervend cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd Cisla (zkratka WSRT), statisticky

vyznamnd non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné

Parové rozdily p- p-
Pary Porovnavané Sméro- stand. 95% Interval hodnota | hodnota
metody Primér datna chyba spolehlivosti oboustr. | oboustr.
odchylka | priméru Dolni Horni (PST) (WSRT)
— 0,
Par1l GEI=E0Eo61) -0,7667 0,7279 0,1329 -1,0385 -0,4949 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
—_ 0,
Par 2 CLSI =30% ATb -0,6000 0,6215 0,1135 -0,8321 -0,3679 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
P CLSI—30% ATb
Par 3 24 hod. 405 nm 0,1000 0,5477 0,1000 -0,1045 0,3045 0,326 0,317
— 0,
Par 4 CLSI - 30% ATb -0,7333 0,7849 0,1433 -1,0264 -0,4402 0,000 0,000
6 hod. 620 nm
— 0,
Par5 GEI=EEo61) -0,5333 0,6814 0,1244 -0,7878 -0,2789 0,000 0,001
8 hod. 620 nm
. CLSI-30% ATb
Par 6 24 hod. 620 nm 0,2333 0,5040 0,0920 0,0451 0,4215 0,017 0,020
— )
Par7 G5 =20 &y -0,7333 0,7397 0,1350 -1,0095 -0,4571 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
—_ o)
Par 8 CLSI = 25% ATb -0,5667 0,6261 0,1143 -0,8004 -0,3329 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
, CLSI —25% ATb
Par9 24 hod. 405 nm 0,1667 0,5307 0,0969 -0,0315 0,3648 0,096 0,096
— )
Par 10 CLSI = 25% ATb -0,7000 0,7944 0,1450 -0,9966 -0,4034 0,000 0,000
6 hod. 620 nm
— )
Par 11 G5 — 2o Ay -0,4333 0,7279 0,1329 -0,7051 -0,1615 0,003 0,005
8 hod. 620 nm
— 0,
Par 12 CLSI - 25% ATb 0,3000 0,5350 0,0977 0,1002 0,4998 0,005 0,007
24 hod. 620 nm
— 0,
Par 13 G5 =t -0,7333 0,7397 0,1350 -1,0095 -0,4571 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
— [)
Par 14 CLSI - 20% ATb -0,5333 0,6288 0,1148 -0,7681 -0,2985 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
; CLSI —20% ATb
Par 15 24 hod. 405 nm 0,1667 0,5307 0,0969 -0,0315 0,3648 0,096 0,096
— [0)
Par 16 CLSI = 20% ATb -0,7000 0,7497 0,1369 -0,9799 -0,4201 0,000 0,000
6 hod. 620 nm
— [
Par 17 G5 =l 1y -0,3333 0,6609 0,1207 -0,5801 -0,0866 0,010 0,0012
8 hod. 620 nm
— [0)
Par 18 CLSI - 20% ATb 0,3667 0,7184 0,1312 0,0984 0,6349 0,009 0,008
24 hod. 620 nm
Par 19 thS('); resazurin | 56333 | 0,7649 | 0,1396 | -0,9189 | -0,3477 | 0,000 0,001
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CLSI — resazurin
Par20 | 8 hod. + 0,0300 | 08000 | 0,1400 | 0,3200 | 0,2600 0,823 0,822
subkultivace
Par 21 g:sr'];dresazu”" -0,4333 | 0,6789 | 0,1240 | -0,6868 | -0,1798 | 0,002 0,003
resazurin SIT24 24 hod - CLSI | 0,003

resazurin SBT8 8 hod +subkultivace - CLSI

resazurin SIT8 8 hod - CLSI 0,001
<20% A Tb 24 hod 620nm - CLSI 1 0,008
<20% A Tb8hod 620nm - CLSI 0,012
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 24 hod 405nm - CLSI s 0,096
3 <20% A Th 8 hod 405nm - CLSI 0,000
E <20% A Th 6 hod 405nm - CLSI 0,000
E <25% ATb 24 hod 620nm - CLSI 1 0,007
o <25% A Th 8 hod 620nm - CLSI | 0,005
& <25% ATh 6 hod 620nm - CLSI 0,000
S <25% A Tb 24 hod 405nm - CLS| s 0,096
= <25% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<25% A Th 6 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Th 24 hod 620nm - CLSI = 0,020
<30% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,001
<30% A Th 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<30% A Th 24 hod 405nm - CLS|  se—— 0,317
<30% A Th 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Th 6 hod 405nm - CLSI 0,000

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000
Oboustranna p-hodnota

Graf 2 Grafické zndzornéni vysledkii oboustrannych p-hodnot testovdni gentamicinu, srovndni
standardni metody vysetreni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci Wilcoxon Signed
Ranks Testu. Grafickd osa x: oboustranna p-hodnota, statisticky vyunamnd non-inferiorita > 0,05

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibicni titr, SBT sérum bactericidnil titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute

Pfi testovani baktericidie gentamicinu vykazovala nejlepsi vysledky modifikace s vyuzitim
barveni resazurinem za 8 hodin a urcenim baktericidniho titru po subkultivaci negativnich
jamek mikrotitracni desticky (oboustrannd p-hodnota 0,823). Tubidimetrické testovani
vydavalo statisticky non-inferiorni vysledky pouze pfi méreni za 24 hodin pfi uziti vinové
délky 405 nm, nejlepsi pti pouziti hranice zmény turbidity < 30 % (oboustranna p-hodnota
0,317).
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Nasledujici Tab. 11 a Graf 3 zobrazuje statistické zpracovani a oboustranné p-hodnoty

srovnani testovani baktericidie meropenemu dle CSLI a ostatnich modifikaci obéma

statistickymi metodami (parovym Studentovym t-testem, Wilcoxon Signed Ranks Testem).

Tabulka 11 Statistické zpracovdni testovani meropenemu, srovndni standardni metody vysetreni
baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uZitim pdrového t-testu (Paired Samples Test,
zkratka PST) — Cervend cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrda Cisla (zkratka WSRT), statisticky
vyznamnd non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné

Parové rozdily p- p-
Pary Porovnavané Sméro- stand. 95% Interval hodnota | hodnota
metody Primér datna chyba spolehlivosti oboustr. | oboustr.
odchylka | priiméru Dolni Horni (PST) (WSRT)
— 0,
Par1 IR -0,2903 0,5884 0,1057 -0,5062 -0,0745 0,010 0,014
6 hod. 405 nm
—_ 0,
Par 2 CLSI =30% ATb -0,1935 0,4774 0,0858 -0,3687 -0,0184 0,031 0,034
8 hod. 405 nm
. CLSI - 30% ATb
Par3 24 hod. 405 nm -0,0323 0,3145 0,0565 -0,1476 0,0831 0,572 0,564
— [
Par 4 CLSI =30% ATb -0,2903 0,5884 0,1057 -0,5062 -0,0745 0,010 0,014
6 hod. 620 nm
— 0,
Par5 e -0,1935 0,4016 0,0721 -0,3409 -0,0462 0,012 0,014
8 hod. 620 nm
. CLSI - 30% ATb
Par 6 54 hod. 620 nm 0,0645 0,4424 0,0795 -0,0977 0,2268 0,423 0,414
— )
Par 7 Gl =2k50 Ml -0,2903 0,5884 0,1057 -0,5062 -0,0745 0,010 0,014
6 hod. 405 nm
—_ o)
Par 8 CLSI=25% ATb -0,1613 0,3739 0,0672 -0,2984 -0,0242 0,023 0,025
8 hod. 405 nm
, CLSI - 25% ATb
Par9 24 hod. 405 nm 0,0000 0,3651 0,0656 -0,1339 0,1339 1,000 1,000
— 0,
Par 10 CLSI = 25% ATb -0,2581 0,5143 0,0924 -0,4467 -0,0694 0,009 0,011
6 hod. 620 nm
— )
Par 11 (L) =250 Mo -0,1935 0,4016 0,0721 -0,3409 -0,0462 0,012 0,014
8 hod. 620 nm
— o)
Par 12 CLSI =25% ATb 0,0645 0,4424 0,0795 -0,0977 0,2268 0,423 0,414
24 hod. 620 nm
— [
Par 13 Gl =21035 Mo -0,2581 0,5143 0,0924 -0,4467 -0,0694 0,009 0,011
6 hod. 405 nm
— [)
Par 14 CLSI =20% ATb -0,1613 0,3739 0,0672 -0,2984 -0,0242 0,023 0,025
8 hod. 405 nm
! CLSI - 20% ATb
Par 15 24 hod. 405 nm 0,0968 0,4729 0,0849 -0,0767 0,2702 0,264 0,257
— [0)
Par 16 CLSI =20% ATb -0,2258 0,5603 0,1006 -0,4313 -0,0203 0,032 0,035
6 hod. 620 nm
— [
Par 17 Gl =21036 Mo -0,1613 0,4544 0,0816 -0,3280 0,0054 0,057 0,059
8 hod. 620 nm
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— 0,
Par 18 CLSI - 20% ATb 0,1290 0,4995 0,0897 -0,0542 0,3122 0,161 0,157
24 hod. 620 nm

CLSI —resazurin

Paris| = 01290 | 05623 | 0,1010 | -0,0772 | 0,3353 0,211 0,206
CLSI — resazurin

Par 20 | 8 hod. + 0,7100 | 06400 | 0,1200 | 0,4700 | 0,9500 0,000 0,000
subkultivace

Par 21 ;L‘Sr']; dresazur'n 0,0968 | 05975 | 0,1073 | -0,1224 | 0,3159 0,374 0,366

resazurin SIT24 24 hod - CLS| essss——————— 0,366
resazurin SBT8 8 hod +subkultivace - CLSI 0,000
resazurin SIT8 8 hod - CLS| = 0,206
<20% ATb 24 hod 620nm - CLS| mssssss= (0,157
<20% A Tb 8 hod 620nm - CLS| mmm 0,059
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI == 0,035
<20% A Tb 24 hod 405nm - CLS| mssss—— 0,257
<20% A Tb 8 hod 405nm - CLSI = 0,025
<20% A Tb 6 hod 405nm - CLSI &= 0,011
<25% A Tb 24 hod 620nm - CLS| eessssssssssss————— 0,414
<25% A Tb 8 hod 620nm - CLSI = 0,014
<25% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 10,011 1,000
<25% A Th 24 hod 405nm - C LS | |0
<25% A Tb 8 hod 405nm - CLSI = 0,025
<25% A Tb 6 hod 405nm - CLSI = 0,014
<30% A Tb 24 hod 620nm - CLS| =——————————— 0,414
<30% A Tb 8 hod 620nm - CLSI = 0,014
<30% A Tb 6 hod 620nm - CLSI = 0,014
<30% ATb 24 hod 405nm - CLS| SEE—————— (), 56/
<30% A Tb 8 hod 405nm - CLS| == 0,034
<30% A Tb 6 hod 405nm - CLSI = 0,014

Srovnavané pary metod

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000

Oboustranna p-hodnota

Graf 3 Grafické zndzornéni vysledki oboustrannych p-hodnot testovdni meropenemu, srovndni
standardni metody vysetreni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci Wilcoxon Signed Ranks
Testu.

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibi¢ni titr, SBT sérum bactericidnil titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute

V testovani baktericidie meropenemu byla dosazena nejvyssi shoda s CLSI v turbidimetrické
modifikaci pfi méreni turbidity za 24 hodin vinovou délkou 405 nm (oboustranna p-hodnota
1,000). Zajimavym vysledkem bylo také potvrzeni non-inferiorita modifikace resazurinu za 8 i

za 24 hodin (oboustrannd p-hodnota 0,206, respektive 0,366).
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Poslednim testovanym antibiotikem byl piperacilin/tazobaktam. Nasledujici Tab. 12 a Graf 4

zobrazuje statistické vysledky srovnani metody CLSI s testovanymi metodikami.

Tabulka 12 Statistické zpracovdni testovadni piperacilin/tazobaktamu, srovndni standardni metody

vysSetieni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uzitim pdrového t-testu (Paired Samples

Test, zkratka PST) — Cervend Cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd Cisla (zkratka WSRT),
statisticky vyznamndad non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné

Parové rozdily p- p-
Pary Porovnavané Sméro- stand. 95% Interval hodnota | hodnota
metody Primér datna chyba spolehlivosti oboustr. | oboustr.
odchylka | prdméru Dolni Horni (PST) (WSRT)
— 0,
Par 1 G5 =S Ay -0,7097 1,0706 0,1923 -1,1024 -0,3170 0,001 0,001
6 hod. 405 nm
— 0,
Par 2 CLSI - 30% ATb -0,5484 0,7229 0,1298 -0,8135 -0,2832 0,000 0,001
8 hod. 405 nm
. CLSI —30% ATb
Par 3 24 hod. 405 nm 0,0000 0,5774 0,1037 -0,2118 0,2118 1,000 1,000
—_ 0,
Par 4 CLSI—=30% ATb -0,6774 1,1072 0,1989 -1,0835 -0,2713 0,002 0,001
6 hod. 620 nm
— 0,
Par 5 G5~ S Ay -0,4839 0,7244 0,1301 -0,7496 -0,2182 0,001 0,002
8 hod. 620 nm
. CLSI-30% ATb
Par6 24 hod. 620 nm 0,1290 0,5623 0,1010 -0,0772 0,3353 0,211 0,206
— o)
Par7 GBI =i -0,6774 0,9447 0,1697 -1,0239 -0,3309 0,000 0,001
6 hod. 405 nm
— 0,
Par 8 CLSI = 25% ATb -0,5484 0,7229 0,1298 -0,8135 -0,2832 0,000 0,001
8 hod. 405 nm
. CLSI—25% ATb
Par9 24 hod. 405 nm 0,0323 0,6046 0,1086 -0,1895 0,2540 0,768 0,763
—_ o)
Par 10 CLSI = 25% ATb -0,6774 1,1072 0,1989 -1,0835 -0,2713 0,002 0,001
6 hod. 620 nm
— o)
Par 11 i) =2 s -0,4516 0,7676 0,1379 -0,7332 -0,1700 0,003 0,005
8 hod. 620 nm
. CLSI—25% ATb
Par 12 24 hod. 620 nm 0,1290 0,5623 0,1010 -0,0772 0,3353 0,211 0,206
— 0,
Par 13 GBI =ti 5L -0,6774 0,9447 0,1697 -1,0239 -0,3309 0,000 0,001
6 hod. 405 nm
—_ 0,
Par 14 CLSI = 20% ATb -0,5161 0,6768 0,1216 -0,7644 -0,2679 0,000 0,001
8 hod. 405 nm
. CLSI—20% ATb
Par 15 24 hod. 405 nm 0,0323 0,6046 0,1086 -0,1895 0,2540 0,768 0,763
— 0,
Par 16 CLSI - 20% ATb -0,6129 0,8823 0,1585 -0,9365 -0,2893 0,001 0,001
6 hod. 620 nm
— 0,
Par 17 GBI =lti SIS -0,4516 0,7676 0,1379 -0,7332 -0,1700 0,003 0,005
8 hod. 620 nm
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—_ 0,
Par 18 CLSI - 20% ATb 0,1290 0,5623 0,1010 -0,0772 0,3353 0,211 0,206
24 hod. 620 nm

CLSI —resazurin

Par1s | oo .0,5484 | 0,7676 | 0,1379 | -0,8300 | -0,2668 | 0,000 0,002
CLSI — resazurin

Par20 | 8 hod. + -0,1300 | 1,7100 | 0,3100 | -0,7600 | 0,5000 0,677 0,578
subkultivace

Par 21 ;L‘Sr']; dresazur'n -0,3871 | 0,7154 | 0,1285 | -0,6495 | -0,1247 | 0,005 0,008

resazurin SIT24 24 hod - CLSI 1 0,008
resazurin SBT8 8 hod +subkultivace - CLS| meessssssssssssss———— (0,578
resazurin SIT8 8 hod - CLSI 0,002
<20% A Tb 24 hod 620nm - CLS| s 0,206
<20% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 1 0,005
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,001
<20% A Tb 24 hod 405nm - CLS| S — (0,763
<20% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,001
<20% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,001
<25% A Tb 24 hod 620nm - CLS| == (0,206
<25% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 1 0,005
<25% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,001
<25% A Tb 24 hod 405nm - CLS| EeessssssssSsSsEsssssssssssssssssss 0,763
<25% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,001
<25% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,001
<30% A Tb 24 hod 620nm - CLS| === (0,206
<30% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,002
<30% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,001 1,000
<30% A Th 24 hod 405 nm - C LS | |50
<30% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,001
<30% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,001

Srovnavané pary metod

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000

Oboustranna p-hodnota

Graf 4 Grafické zndzornéni vysledki oboustrannych p-hodnot testovdni piperacilin/tazobaktamu,
srovndni standardni metody vysetreni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci Wilcoxon
Signed Ranks Testu

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibicni titr, SBT sérum bactericidnil titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute

V testovani baktericidie piperacilin-tazobaktamu vykazovala nejvyssi shodu modifikace
méreni turbidimetrie za 24 hodin za pouziti vinové délky 405 nm a hrani¢ni hodnoty < 30 %
zména turbidity (oboustranna p-hodnota 1,000). Jako non-inferiorni se ukazaly také

turbidimetrické metody pfi pouZiti vSech hrani¢nich hodnot (< 20 %, < 25 % i < 30 %) i obou
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vinovych délek. Vyssi hodnoty oboustranného p mélo ale méfeni za pouziti vinové délky

405 nm.

Souhrnny prehled statistickych vysledkll oboustrannych p-hodnot srovnani non-inferiority

modifikaci s metodikou CLSI pro vSechna testovana antibiotika soucasné viz nasleduijici

Tab. 13 a Graf 5.

Tabulka 13 Statistické zpracovadni testovdni vSech antibiotik, srovndni standardni metody vysetreni
baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uZitim pdrového t-testu (Paired Samples Test,
zkratka PST) — Cervend cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd Cisla (zkratka WSRT), statisticky
vyznamnd non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné

Parové rozdily p-
Porovnavané 5 p-hodnota hodnota
Pary Smeéro- Stand. 95% Interval oboustr.
metody Prdmér | datnd chyba spolehlivosti (PST) oboustr.
odchylka | praméru Dolni Horni (WSRT)
— 0,
Par1 el -0,8952 1,1392 0,1023 | -1,0977 | -0,6927 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
— 0,
Par 2 CLSI =30% ATb -0,5968 | 0,7427 0,0667 | -0,7288 | -0,4648 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
, CLSI —30% ATb
Par3 24 hod. 405 nm 0,0081 0,5630 0,0506 | -0,0920 | 0,1081 0,874 0,742
— 0,
Par 4 CLSI =30% ATb -0,8468 1,1120 0,0999 -1,0444 -0,6491 0,000 0,000
6 hod. 620 nm
— 0,
Par5 eyl -0,5484 | 0,7253 0,0651 | -0,6773 | -0,4195 0,000 0,000
8 hod. 620 nm
, CLSI —30% ATb
Par6 24 hod. 620 nm 0,1129 0,5134 0,0461 0,0216 0,2042 0,016 0,016
— 0,
Par7 R -0,8629 1,1068 0,0994 | -1,0596 | -0,6662 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
— 0,
Par 8 CLSI =25% ATb -0,5806 | 0,7336 0,0659 | -0,7110 | -0,4502 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
, CLSI—25% ATb
Par9 24 hod. 405 nm 0,0403 0,5759 0,0517 | -0,0621 | 0,1427 0,437 0,325
— 0,
Par 10 CLSI =25% ATb -0,8226 1,0899 0,0979 | -1,0163 | -0,6288 0,000 0,000
6 hod. 620 nm
— 0,
Par 11 ey -0,5081 | 0,7489 0,0673 | -0,6412 | -0,3749 0,000 0,000
8 hod. 620 nm
c CLSI—25% ATb
Par 12 24 hod. 620 nm 0,1290 0,5253 0,0472 0,0357 0,2224 0,007 0,008
— 0,
Par 13 CLSI =20% ATb -0,8306 1,0259 0,0921 | -1,0130 | -0,6483 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
—_ 0,
Par 14 CLSI = 20% ATb -0,5565 0,7247 0,0651 -0,6853 -0,4276 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
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. CLSI-—20% ATb
Par 15 24 hod. 405 nm 0,0645 0,5946 0,0534 | -0,0412 | 0,1702 0,229 0,154

CLSI-20% ATb

Par 16 6 hod. 620 nm -0,7823 1,0166 0,0913 -0,9630 | -0,6015 0,000 0,000
— [
Par 17 LS~ s -0,4758 0,7594 0,0682 -0,6108 | -0,3408 0,000 0,000
8 hod. 620 nm

— 0,
Par 18 CLSI - 20% ATb 0,1613 0,5897 0,0530 0,0565 0,2661 0,003 0,003
24 hod. 620 nm

CLSI — resazurin

Par 19 3 hod -0,5081 0,8313 0,0746 -0,6558 | -0,3603 0,000 0,000
CLSI — resazurin
Par 20 | 8 hod. + -0,2300 0,7600 0,1400 0,5100 0,0500 0,423 0,469

subkultivace

Par 21 g:sr'];dresazu”" -0,3226 | 0,7162 | 0,0643 | -0,4499 | -0,1953 0,000 0,000

Po statistickém zpracovani vysledk(l shody testovani modifikaci vySetieni baktericidie vSech
antibiotik vykazovala nejlepsi shodu a non-inferioritu turbidimetrickd metoda pii méreni za
24 hodin za pouziti vinové délky 405 nm. Nejvyssi oboustranna p-hodnota 0,742 patfila
hrani¢ni hodnoté SIT < 30% zmény turbidity. Z modifikaci barveni resazurinem vychazi
nejlépe barveni za 8 hodin inkubace a poté stanoveni baktericie vyockovanim a subkultivaci,

kdy vysledky jsou k dispozici za 24 hodin.
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resazurin SIT24 24 hod - CLSI 0,000
resazurin SBT8 8 hod +subkultivace - CLS| m———— 0,469
resazurin SIT8 8 hod - CLSI 0,000
<20% A Tb 24 hod 620nm - CLSI |1 0,003
<20% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 24 hod 405nm - CLS| s 0,154
<20% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 24 hod 620nm - CLSI 1 0,008
<25% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 24 hod 405nm - CLS| neeesssssss——— 0,325
<25% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 24 hod 620nm - CLSI m=0,016
<30% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 24 hod 405nm - CLS| IS 0,742
<30% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Th 6 hod 405nm - CLSI 0,000

Srovnavané pary metod

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000

Oboustranna p-hodnota

Graf 5 Grafické zndzornéni vysledki oboustrannych p-hodnot testovdni vsech antibiotik srovndni
standardni metody vysetfeni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci Wilcoxon Signed
Ranks Testu, na ose x vyznacena hodnota oboustranné p-hodnoty, statisticky signifikantni non-
inferiorita p > 0,05

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibi¢ni titr, SBT sérum baktericidni titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute
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10.2 VYSLEDKY TESTOVANI BAKTERICIDIE SERA

Celkem bylo otestovano 76 sér pacientl lécenych piperacilinem/tazobaktamem a dalSimi
antibiotiky (viz Tab. 8). Srovndani testovani baktericidie séra standardni metodou dle CLSI a

ostatnich modifikaci zpracovanych jednotlivymi statistickymi testy je zobrazeno

v nasledujicich tabulkach. V Tab. 14 jsou uvedeny statistické vysledky srovnani pfi pouziti
parového Studentova t-testu (PST) a Wilcoxon Signed Ranks Testu (WSRT). Prehledné
graficky jsou oboustranné p-hodnoty viz Graf 6.

Tabulka 14 Vysledky statistického zpracovdni srovndni standardni metody vysetieni baktericidie

séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uzitim Studentova pdrového t-testu (Paired Samples Test, zkratka
PST) — Cervend ¢isla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd Cisla (zkratka WSRT), tucné zobrazeny p-

hodnoty se statisticky vyznamnou non-inferioritou (oboustranné p > 0,05)

Parové rozdily p- p-
Pary Porovnavané Sméro- stand. 95% Interval hodnota | hodnota
metody Pramér | datna chyba spolehlivosti oboustr. | oboustr.
odchylka | praméru Dolni Horni (PST) (WSRT)
— 0,
Par1l el -0,5000 0,7394 0,0848 -0,6690 -0,3310 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
— 0,
Par 2 CLSI =30% ATb -0,3158 0,6969 0,0799 -0,4750 -0,1566 0,000 0,000
8 hod. 405 nm
, CLSI —30% ATb
Par3 24 hod. 405 nm -0,0658 0,6992 0,0802 -0,2256 0,0940 0,415 0,410
—_ 0,
Par 4 CLSI = 30% ATb -0,3158 0,7341 0,0842 -0,4835 -0,1480 0,000 0,001
6 hod. 620 nm
— 0,
Par5 eyl -0,2632 0,6607 0,0758 -0,4141 -0,1122 0,001 0,001
8 hod. 620 nm
, CLSI —30% ATb
Par6 24 hod. 620 nm -0,0263 0,7298 0,0837 -0,1931 0,1405 0,754 0,758
— 0,
Par7 CLSI =25% ATb -0,4342 0,7888 0,0905 -0,6145 -0,2540 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
— [s)
Par 8 CLSI =25% ATb -0,2895 0,6893 0,0791 -0,4470 -0,1320 0,000 0,001
8 hod. 405 nm
. CLSI —25% ATb
Par9 24 hod. 405 nm -0,0526 0,7098 0,0814 -0,2148 0,1096 0,520 0,514
—_ 0,
Par 10 CLSI =25% ATh -0,2632 0,7549 0,0866 -0,4357 -0,0907 0,003 0,004
6 hod. 620 nm
— 0,
Par 11 ey -0,1842 0,6675 0,0766 -0,3368 -0,0317 0,019 0,000
8 hod. 620 nm
— 0,
Par 12 CLSI = 25% ATD -0,1053 0,6649 0,0763 -0,2572 0,0467 0,172 0,168
24 hod. 620 nm
CLSI —20% ATb
Par 13 % -0,4342 0,7888 0,0905 -0,6145 -0,2540 0,000 0,000
6 hod. 405 nm
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— [0)
Par 14 CLSI = 20% ATb -0,2632 0,6806 0,0781 -0,4187 -0,1076 0,001 0,002
8 hod. 405 nm

. CLSI -20% ATb
Par 15 24 hod. 405 nm -0,0526 0,7098 0,0814 -0,2148 0,1096 0,520 0,514

CLSI—20% ATb

Par 16 6 hod. 620 nm -0,2105 0,7885 0,0904 -0,3907 -0,0303 0,023 0,023
— 0,
Par 17 LS~ A -0,1579 0,6743 0,0774 -0,3120 -0,0038 0,045 0,045
8 hod. 620 nm

— [)
Par 18 CLSI - 20% ATb -0,1053 0,6649 0,0763 -0,2572 0,0467 0,172 0,168
24 hod. 620 nm

CLSI — resazurin

Par1e | o= 0,2368 | 0,6505 | 0,0746 | -0,3855 | -0,0882 | 0,002 0,002
CLSI — resazurin

Par 20 | 8 hod. + 0,0789 | 00789 | 00642 | -00490| 02069 | 0,223 0,221
subkultivace

Par 21 g:s'h;;esazu”" 01842 | 01842 | 10,0668 | 0,0512| 03172 | 0,007 0,008

Jako non-inferiorni s nejvyssi oboustrannou p-hodnotou byly shledany modifikace s pouzitim
turbidimetrie mérenim pfi vinové délce 620 nm s break-pointem < 30 % ATb v ¢ase inkubace
24 hodin (oboustranna p = 0,758), pfi vinové délce 405 nm s hrani¢ni hodnotou < 20% nebo
< 25% ATb v ¢ase inkubace 24 hodin (oboustranna p = 0,514 obé). Také modifikace barveni
resazurinem se statisticky nelisi od referen¢ni metody CLSI v modifikaci barveni po 8
hodinach inkubace se subkultivaci pfimou inokulaci negativnich jamek na agary s kone¢nym

vysledkem v ¢ase 24 hodin (oboustranna p = 0,221).
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resazurin SIT24 24 hod - CLSI 0,000
resazurin SBT8 8 hod +subkultivace - CLS| 0,109
resazurin SIT8 8 hod - CLSI 0,000
<20% ATb 24 hod 620nm - CLS| ————— 0,480
<20% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 24 hod 405nm - CLS| S (0,763
<20% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<20% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000
<25% A Th 24 hod 620nm - CLS| ———————— 0,480
<25% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 24 hod 405nm - CLS| S (,763
<25% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<25% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 24 hod 620nm - CLS| —e—————————— (0,480
<30% A Tb 8 hod 620nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 6 hod 620nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 24 hod 405nm - CLS| s 0,763
<30% A Tb 8 hod 405nm - CLSI 0,000
<30% A Tb 6 hod 405nm - CLSI 0,000

Srovnavané pary metod

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000

Oboustranna p-hodnota

Graf 6 Grafické zndzornéni hodnoceni statistické vyznamnosti srovndnim vysledki pfi uZiti Wilcoxon
Signed Ranks Testu, na ose x vyznacena hodnota oboustranné p-hodnoty, statisticky signifikantni
non-inferiorita oboustranné p > 0,05

Zktratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibicni titr, SBT sérum baktericidni titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute

Variabilitu odchylek vysledkd testovani vSsech metod po 8 a 24 hodinach od standardni
metody CLSI viz Tab. 15. Jednotlivé barevné kategorie znaci odchylku v fedéni séra log2 od
metody CLSI (0 = shoda s SBT, -1, +1 odchylka o + 1 fedéni log2, -2, +2 odchylka o + 2 fedéni
log2, -3, +3 odchylka o * 3 fedéni log2). Nejvétsi rozptyl vysledkd testovani byl zaznamenan
u metodiky barveni resazurinem po 8 hodinach inkubace (min -1 fedéni log2, max +3 redéni

log2).
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Tabulka 15 RozloZeni odchylek vysledki modifikaci od standardniho vysetieni baktericidie dle CLSI,
Cisla v tabulce ozacuji odchylku log2 vysledki redéni séra (0 = v souladu s CLSI, -1, 1 = odchylka + 1
redéni log2, - 2, 2 = odchylka + 2 fedéni séra log2, -3, 3 = odchylka + 3 fedéni séra log2, zdpornd Cisla
znaci vysledek v nizsim rfedéni neZ standard, kladna Cisla znaci vysledek modifikace ve vyssim redéni

neZ standard CLSI)
30% zména 6 hod. 8 hod. 24 hod. 6 hod. 8 hod. 24 hod.
turbidance 405 nm 405 nm 405 nm 620 nm 620 nm 620 nm
min -1 -1 -2 -1 -1 -2
max 2 2 2 2 2 2
pramér 0,5 0,5 0 0,5 0,5 0
median 0 0 0 0 0 0
25% zména 6 hod. 8 hod. 24 hod. 6 hod. 8 hod. 24 hod.
turbidance 405 nm 405 nm 405 nm 620 nm 620 nm 620 nm
min -2 -1 -2 -1 -1 -1
max 2 2 2 2 2 2
pramér 0 0,5 0 0,5 0,5 0,5
median 0 0 0 0 0 0
20% zména 6 hod. 8 hod. 24 hod. 6 hod. 8 hod. 24 hod.
turbidance 405 nm 405 nm 405 nm 620 nm 620 nm 620 nm
min -2 -1 -2 -1 -1 -1
max 2 2 2 2 2 2
pramér 0 0,5 0 0,5 0,5 0,5
median 0 0 0 0 0 0

8 hod. +
resazurin 8 hod. subkul- 24 hod.

tivace

min -1 -1 -2
max 3 2 1
pramér 1 0,5 -0,5
median 0 0 0

Podrobnéjsi rozbor rozlozeni odchylek vysledkl jednotlivych modifikaci od standardni

metodiky CLSI viz Graf 7 a Graf 8.
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Graf 7 RozloZeni odchylek testovdani modifikaci od vysledku CLSI po 8 hodindch inkubace, barevné
kategorie ukazuji odchylku log2 v redéni séra (0 = v souladu s CLSI, -1, 1 = odchylka *+ 1 redéni log2,
-2, 2 = odchylka + 2 fedéni séra log2, -3, 3 = odchylka * 3 Fedéni séra log2)

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibicni titr, CLSI - The Clinical & Laboratory Standards
Institute)

Vysledky vSech metod vyuZivajicich turbidimetrii osmihodinové inkubaci vykazuji shodu
pouze 56,4 % (min 50,5 %, max 60,5 %) a jsou statisticky odliSné (oboustranna p = 0,000-
0,045). Avsak pokud pfijmeme odchylku jednoho fedéni jako pfijatelnou, je shoda metod
turbidimetrie po 8 hodinach 97,2 %. Metoda barvenim resazurinem po 8 hodinach vykazuje
Uplnou shodu 57,9 %, pfi prijeti shody 1 fedéni jako pfijatelné odchylky je shoda 96,1 %. Tato
metoda ale méla po 8 hodinach v 3,9 % neakceptovatelny rozptyl az +3 redéni, kdy by titr

SBT byl falesné vysoky, shoda s CLSI neni statisticky potvrzena (oboustranna p = 0,02).
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Graf 8 RozloZeni odchylek testovani modifikaci od vysledku CLSI po 24 hodindch inkubace, barevné
kategorie ukazuji odchylku log2 v redéni séra (0 = v souladu s CLSI, -1, 1 = odchylka *+ 1 rfedéni log2,
-2, 2 = odchylka + 2 fedéni séra log2, -3, 3 = odchylka + 3 redéni séra log2)

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibi¢ni titr, SBT sérum baktericidni titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute)

Po 24 hodinach inkubace vykazovala modifikace s mérenim turbidimetrie v priméru 62,7%
uplnou shodu (min 61,8%, max 63,2%), pti pfijatelné odchylce jednoho fedéni séra 96,3%.
Tato metoda vysla jako statisticky non-inferiorni v podminkach meéreni pfi vinové délce
620 nm s hrani¢ni hodnotou < 30 % ATb (oboustrannd p = 0,758), pti vinové délce 405 nm

s hrani¢ni hodnotou < 20 % nebo < 25 % ATb (oboustranna p = 0,514 pro obé hodnoty).

Testovani SBT za poufZiti turbidimetrie je statisticky non-inferiorni s CLSI pouze pfi méreni po
24 hodinach, prestoze jsou vysledky shody obdobné po 8 i 24 hodinach (Uplnd shoda po 24
hod 62,7 %, s odchylkou jednoho fedéni 96,1 %, Uplnd shoda po 8 hodinach 56,4 %, odchylka
jednoho fedéni 97,2 %).
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10.3 CELKOVE VYSLEDKY
V nasledujici Tab. 16 a Grafu 9 jsou uvedeny souhrnné vysledky srovnani testovani

jednotlivych modifikaci s metodikou CLSI za uziti Wilcoxon Signed Ranks Testu.

CTabulka 16 Souhrnné vysledky srovndni testovdni modifikaci a CLSI metod (Cisla v tabulce oznacuji
oboustrannou p-hodnotu pri zpracovdni Wilcoxon Signed Ranks Testem, statisticky vyznamnd
noninferiorita metod pfi vysledku oboustranné p-hodnoty > 0,05 tucné Cervené zvyraznény)

Provnavané pary Bakteridie | VsSechna I - Piperacilin
. Amikacin | Gentamicin | Meropenem
metod séra ATB tazobaktam

. CLSI - 30% ATb

Par 1 6 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,001
. CLSI - 30% ATb

Par 2 3 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,034 0,001
, CLSI - 30% ATb

Par 3 24 hod 405 nm 0,410 0,742 0,763 0,317 0,564 1,000
, CLSI - 30% ATb

Par 4 6 hod. 620 nm 0,001 0,000 0,000 0,000 0,014 0,001
. CLSI - 30% ATb

Par 5 3 hod. 620 nm 0,001 0,000 0,000 0,001 0,014 0,002
. CLSI - 30% ATb

Par 6 24 hod 620 nm 0,758 0,016 0,480 0,020 0,414 0,206
. CLSI - 25% ATb

Par7 6 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,001
, CLSI—25% ATb

Par 8 3 hod. 405 nm 0,001 0,000 0,000 0,000 0,025 0,001
, CLSI —25% ATb

Par9 24 hod 405 nm 0,514 0,325 0,763 0,096 1,000 0,763
Par CLSI—25% ATb
10 6 hod. 620 nm 0,004 0,000 0,000 0,000 0,011 0,001
Par CLSI - 25% ATb
11 3 hod. 620 nm 0,020 0,000 0,000 0,005 0,014 0,005
Par CLSI - 25% ATb
12 24 hod 620 nm 0,168 0,008 0,480 0,007 0,414 0,206
Par CLSI—20% ATb
13 6 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,011 0,001
Par CLSI—20% ATb
14 3 hod. 405 nm 0,002 0,000 0,000 0,000 0,025 0,001
Par CLSI —20% ATb
15 24 hod 405 nm 0,514 0,154 0,763 0,096 0,257 0,763
Par CLSI - 20% ATb
16 6 hod. 620 nm 0,023 0,000 0,000 0,000 0,035 0,001
Par CLSI - 20% ATb
17 3 hod. 620 nm 0,045 0,000 0,000 0,012 0,059 0,005
Par CLSI - 20% ATb
18 24 hod 620 nm 0,168 0,003 0,480 0,008 0,157 0,206
Pa CLSI — i

ar resazurin 0,002 0,000 0,000 0,001 0,206 0,002
19 8 hod.
PAr CLSI —resazurin
20 8 hod. + 0,221 0,469 0,109 0,822 0,000 0,578
subkultivace

Par | CLSI —resazurin
21 24 hod. 0,008 0,000 0,001 0,003 0,366 0,005
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resazurin SIT24 24 hod - CLSI |
resazurin SBT8 8 hod +subkultivace - CLS| I
resazurin SIT8 8 hod - CLSI

<20% A Tbh 24 hod 620nm - CLS|
<20% A Tb 8 hod 620nm - CLSI M
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI &

<20% A Tb 24 hod 405nm - CLS| I
<20% A Tb 8 hod 405nm - CLSI
<20% A Tb 6 hod 405nm - CLSI

<25% A Thb 24 hod 620nm - CLS| I
<25% A Tb 8 hod 620nm - CLSI &
<25% A Tb 6 hod 620nm - CLSI |

<25% A Tb 24 hod 405nm - CLS| I
<25% A Tb 8 hod 405nm - CLSI
<25% A Tb 6 hod 405nm - CLSI

<30% A Tb 24 hod 620nm - CLS| I
<30% A Tb 8 hod 620nm - CLSI
<30% A Tb 6 hod 620nm - CLSI

<30% A Tb 24 hod 405nm - CLS|
<30% A Tb 8 hod 405nm - CLSI
<30% A Tb 6 hod 405nm - CLSI

Srovnavané pary metod

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400

Kumulativni oboustranna

M baktericidie séra M baktericidie E.coli vSechna ATB

Graf 9 Grafické zndzornéni kumulativni oboustranné p-hodnoty pfi uZiti Wilcoxon Signed Ranks
Testu, na ose x kumulativni oboustrannd p-hodnota, kterd je definovdna jako soucat oboustrannych
p-hodnot baktericidie séra a vsSech antibiotik, statisticky signifikantni non-inferiorita jednotlivych
oboustrannych p > 0,05

Zkratky: ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibicni titr, SBT sérum baktericidni titr, CLSI - The
Clinical & Laboratory Standards Institute)

Pti srovnavani obou druhl testovani se oziejmily nékteré rozdily: testovani baktericidie
antibiotik vykazalo non-inferiorni vysledky aZ vtestovani po 24 hodindch. Vsechny
modifikace, které byly odecitany dfive, nemély dostatecnou shodu s CLSI. Pro testovani
modifikace s méfenim turbidimetrie byly non-inferiorni vysledky pfi pouZiti vinové délky
spektrofotometru 405 nm, nejvyssi oboustranné p-hodnoty pfi pouZiti hrani¢ni zmény < 30%

zmény turbidance.

Naopak pfi testovani baktericidie séra nebyl velky rozdil v pouzité vinové délky (srovnatelné
vysledky oboustranné p-hodnoty byly pfi pouziti vinové délky 40 5nm i 620 nm také az pfi

testovani za 24 hodin inklubace. Pouze modifikace méreni turbidimetrie 620 nm < 20 %
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zmény turbidance vykazovala vySSi oboustrannou p-hodnotou 0,045 pfi méreni po 8

hodinach inkubace, jez ale nedosahla non-inferiority (> 0,05).

Metoda barveni resazurinem podala v navrzené modifikaci konzistentni vysledky v testovani
MBC i SBT. Vysledky vykazovaly non-inferioritu pouze pti barveni po 8 hodinach a nasledné
subkultivaci negativnich jamek mikrotitracni desticky. Vysledky odectu jsou tak k dispozici

také po 24 hodnach testovani.
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11 DISKUZE

Testovani sérovych koncentraci antibiotika je nejcastéji uzivanou metodou k laboratornimu
ovéreni ucinnosti antibiotické terapie. Jednou z limitaci téchto testovani je, Ze sice precizné
kvantifikuje koncentraci l1éCiva, ta vSak nemusi reprezentovat jeho redlnou biologickou
aktivitu v séru. Druhou nevyhodou je, Ze vprevaziné vétSiné je stanovena celkova
koncentrace antibiotika bez ohledu na to, Ze ¢ast antibiotika je vazana na sérové proteiny.
Na zacatku analyzy totiz dochazi rdznymi metodami k vyvazani antibiotika z proteinové
vazby. Vyslednd hodnota tak ve vétsiné pripadd neukazuje opravdovou koncentraci aktivni
frakce, ktera neni navazana na bilkoviny krevni plazmy, ale celkovou koncentraci antibiotika

(Adamek 2008).

Pro testovani skutecné antimikrobidlni aktivity se jevi jako vyhodnéjsi testovani SBT, které
v nefedéném séru pacienta reprezentuje vysledek spolecného plsobeni acelularnich slozek
pfirozené imunity a antibiotik. Pfi testovani séra v redici radé, kdy je sérum fedéno bujonem,
se slozky prirozené imunity oslabuji a pozitivni vysledek je zpUsoben prevaziné ucinkem
antibiotik. Vysledek SBT je umérny koncentraci aktivni slozky antibiotika. Cim vy3&i

koncentrace, tim je SBT prokazan ve vyssim rfedéni séra.

V kontextu, kdy lze SBT vyuzit s rGznym cilem v rGznych klinickych situacich, je omezujicim
faktorem rutinniho poutziti ¢as do vysledku testovani. Vysledek SBT je pfi standardnim
testovani znam az za mnoho dni: prvni den probéhne odbér séra, druhy den je provedena
inokulace, tfeti den vyhodnoceni sérum inhibicni titr, Ctvrty a paty den vyhodnoceni SBT.
Faktor ¢asu neni tak zavazny u dlouhodobé |écenych pacientl (napf. pfi lécbé osteomyelitidy
nebo infekéni endokarditidy). Pro vyuzZiti u pacientl s akutnimi infekcemi vSak hraje cas
zasadni roli. Do prvni linie volby v terapii kriticky nemocnych pacientd patfi beta-laktamova
antibiotika vzhledem k Sirokému antimikrobialnimu spektru a nizké toxicité, zvlasté pokud je
podezieni na infekci gram-negativnimi bakteriemi. Pfi [é¢bé akutnich infekci neni Uc¢innost
antibiotika jednoduché zhodnotit, klinickd odpovéd je obvykle hodnotitelna az po 48

hodinach terapie (Gongalves-Pereira a Povoa 2011).
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Pfi pouziti testovanych modifikaci pro turbidimetrické méreni SBT by bylo mozné vydat
vysledky srovnatelné s CLSI jiz druhy den testovani, tedy po 24 hodinach inkubace. Vyhodou
turbidimetrie je, Ze je vhodna pro mikrometody a k detekci a kvantifikaci vysledného signalu
lze pouZit pfristroje typu spektrofotometr, ktery je béinou soucasti mikrobiologické
laboratofe. Z nasSich vysledkd vyplyvd, Ze prestoie pro testy baktericidie antibiotik je
vhodnéjsi vyuzit vinovou délku 405 nm, testovat SBT je mozné jak vinovou délkou 405 nm,
tak pouzit 620 nm. Naopak se jako vyhodnéjsi zda vinova délka 620 nm, ktera mlzZe vydat
predbéiné vysledky jiz po 8 hodinach inkubace pfi pouziti hrani¢ni hodnoty zmeény

turbidance 20 % od zakladni hodnoty.

Méreni turbidity je vSak moZné pouze za predpokladu, Ze suspenze (sérum) je bezbarva a
hodnota blanku je < 0,25 turbidance (Stern 2006), problematické by tedy pravdépodobné
bylo testovani chyloznich nebo hemolytickych krevnich sér. Pfi vSech zakalovych metodach je
také dilezitda homogenita vzorku. Je tedy potreba, aby suspenze byla tvorena difuzni jemné
rozptylenymi ¢asticemi. Proto je dalezité michani nebo potrepavani pred mérenim. V nasem
pokusu byly pouzivany spektrofotometry bez inkubatoru, proto pred kazdym mérenim bylo
nutné mikrotitracni desticky vyjmout zinkubatoru, protfepat pred mérenim, stanovit
turbidance a poté opét vlozit do inkubatoru. Pro rutinni testovani SBT modifikaci mérenim
turbidimetrie by bylo vhodnéjsi uzit spektrofotometr sinkubatorem nebo vyjimat
z inkubatoru a méfit co nejméné: po 2 hodinach inkubace (stanoveni zakladni hodnoty
turbidance), po poté az po 8 hodinach inkubace (pro predbéiné vysledky) a 24 hodinach

inkubace pro konecné vysledky.

Modifikace pouziti resazurinu se ukazala pro testovani baktericidie antibiotik v navrzeném
schématu jako nevhodnd metoda, oboustranné p-hodnoty se ukazaly jako non-inferiorni
pouze u meropenemu (oboustrannd p = 0,366). Naopak metodika méreni turbidance
vykazovala u vétsiny antibiotik non-inferioritu pfi méreni po 24 hodinach, vyssi oboustranné
ve vSech testovanich vykazoval gentamicin (kumulativni oboustrané p-hodnoty byly pouze
0,565). Vyssi shodu dosahl piperacilin/tazobaktam (soucet vSech oboustrannych p-hodnot

3,173), meropenem (3,649), amikacin (3,728).

Metoda SBT barveni resazurinem v c¢ase 24 hodin méla uplnou shodu 69,7 % v obou

modifikacich (s/bez subkultivace), respektive 98,7 % pri pouZiti akceptovatelné odchylky
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jednoho redéni. PrestozZe je vyocCkovani negativnich jamek na agary po 8 hodinach inkubace
pracngjsi a finanéné narocnéjsi, pouze tato modifikace SBT s resazurinem byla statisticky
non-inferiorni od CLSI (oboustranné p=0,221). Ackoliv je resazurin vsoucasné dobé
pouzivan v mnoha komercnich testech stanoveni citlivosti bakterii i mykotickych organisma,
v nasem testovani baktericidie antibiotik nebyla potvrzena dostatecna shoda s baktericidii
dle CLSI u zddného z antibiotik. MoZnou pficinou, pro¢ pouZiti barveni resazurinem nemélo
dobré vysledky, byla nestalost barvy v podminkach krevniho séra nebo CA-MHB. Vzhledem
k faktu, Ze resazurin mizZe mit cytotoxicky ucinek na burnky, pravdépodobné zplsobeny
interferenci barviva s fyziologickou funkci bunék (Riss et al. 2004), jsme zvolili variantu
pridani reasazurinu po 7 hodinach inkubace do vsech jamek. Mikrotitracni desticku jsme
poté vratili do termostatu a dalsi odecet barevné zmény probéhl za 24 hodin od inokulace
desti¢ky, tedy za 17 hodin po pfidani resazurinu. Projevila se tak nevyhoda barveni
resazurinem, kdy se po Case resazurin v redukované podobé (rtzovy resorufin pfi pozitivnhim
rastu) mUze ménit na bezbarvy dihydroresorufin (Rampersad 2012). Rzova barva tak po
nékolika hodinach inkubace v termostatu vybledla a hranice barevné zmény uz nebyla tak
jasné zretelnd. Podle literatury mohou zeslabovat reakci také nékteré slozky séra (Goegan,
Johnson and Vincent 1995). Pravdépodobné by se dalo metodicky tomuto fenoménu
vyvarovat, pokud by se resazurin pfidaval do reakce az po 23 hodinach inkubace a odecet by

probihal ndsledné po 1 hodiné spolecné reakce.

K obecnym nevyhodam testovani SBT patfi nezbytnost bezchybné preanalytické faze
(z divodu minimalizace inaktivace antibiotika béhem odbéru a transportu) a také precizni
laboratorni prace pri maximalnim dodrZovani standardizované metodologie. Vysledek SBT
zavisi tak nejen na vnitfni aktivité antibiotika a mikroorganismu, ale také na podminkach
skladovani, zpracovani a testovani. Ziskané vysledky se mohou odliSovat v zdavislosti na
velikosti inokula, rlstové fazi inokula, vybéru média, objemu bujonu, presnosti sbéru
pacientskych vzork( (Schwalbe, Steele-Moore a Goodwinet 2007). Proto je vhodna blizka
spoluprace s klinickymi |ékari tak, aby testovani bylo dobre naplanovano a probéhl tak
kvalitni a vysoce individudini odbér séra |éCenych pacientl, nacasovany v zavislosti na

poloZené otdzce.

Pro testovani je pouZivan predpokladany pavodce infekéniho onemocnéni, tedy kmen

izolovany z relevantniho klinického vzorku pacienta, nej¢astéji hemokultury. Limitaci SBT je,
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Ze testovat lze pouze méné narocné mikroorganismy, které dobre rostou v Mueller-
Hintonové bujénu pfi 24 hodinové inkubaci. Vzhledem k podminkdm testu jsou nejcastéji
testovany stafylokoky, enterobakterie nebo enterokoky. Kmen pacienta vstupujici do reakce
zamrazen ve vhodném médiu, pred pouZitim revitalizovan a 3x subkultivovan k zajisténi
optimalniho ristového a metabolického stavu. Pacientlv kmen vSak muze byt jiz poskozen
probihajici antibiotickou terapii, proto je nutné pouZit nutricné bohaté médium pro
rekonstituci fitness bakterie. V souboru pacient(, jejichz séra byla pouzita k testovani SBT,
byla pozitivni hemokultura pouze v jednom pfipadé, a to Enterococcus faecalis. Proto byla
pro nase testovani vybrana dobre rostouci bakterie E. coli (kmeny z invazivnich onemocnéni
izolované z hemokultivaci a referenc¢ni kmen). Dlvodem vybéru této bakterie jako
reprezentanta enterobakterii byly dobré ristové vlastnosti (generacni doba 20-30 minut),
schopnost rlistu v béiné atmosféfe a soucasné fakt, Ze E. coli je Castym pulvodcem
invazivnich infekci provazenych bakterémii, zvlasté u pacientl sfebrilni neutropenii.
V recentnim systematickém prehledu pacient(i s febrini neutropenii byly gram-negativni
plvodci z pozitivnich hemokultur izolovani ve 25-74 % a E. coli byla nejcastéji izolovanym

patogenem (Trecarichi a Tumbarello 2014).

Variabilita SBT vysledk(i je minimalizovana dodrZovanim standardizované metodologie.
Vysledky sice vice odrazeji situaci pfi lidské infekci, pokud je ktestovani pouzito lidské
sérum, ale pfitomnost komplementu a dalSich sloZek pfirozené imunity vséru muze
negativné ovlivnit prezivani mikroorganismd vtestu SBT (Schwalbe, Steele-Moore a
Goodwinet 2007). Pro obdobné testovani: sérum baktericidni test protildtek (serum
bactericidal antibody assay - SBA), ktery se pouZziva k ovéreni imunogenicity vakcin, napriklad
ockovaci latky proti infekcim, je naopak pfitomnost komplementu nezbytnou soucdsti. Tento
test méfi schopnost protilatek indukovanych vakcinou zabit danou bakterii (napf. Neisseria
meningitidis). Tento test vyzaduje aktivni komplement, bud’ z testovaného krevniho séra
nebo pridani exogenniho komplementu - lidského nebo krali¢iho (Mcintosh 2015). Pro SBT
se vSak kromé lidského séra spiSe pouzivaji jind média: pro dobre rostouci kmeny
nevyzadujici specidlni podminky je nejvice uzivany Mueller-Hinton bujon obohaceny ionty
Ca’* a Mg® (CAMHB). Toto médium bylo pouZito i v nasem testovani. Obsah iont(i dosahuje
hodnot obdobnych fyziologickému rozmezi v lidském séru, bujon ma stejnou osmolalitu a pH

jako lidské sérum. Pro antibiotika s nizkou vazebnosti na bilkoviny je mozné pouzit CAMHB
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samotny. Vyhodou tohoto média je skutecnost, Ze mUze byt po kratké pripravé k dispozici
pro laboratorni testovani. Pouze pro antibiotika s vysokou vazebnosti na proteiny (napft.
ceftriaxon) je doporuceno pridat k CAMHB jesté lidské sérum v poméru 1:1 (Schwalbe,
Steele-Moore a Goodwinet 2007). Priprava pacientského séra jako diluentu v SBT je ale
Casové ndrocna, pracna, vyzaduje odbéry krve navic, ultrafiltraci séra k odstranéni antibiotik
a test pritomnosti beta-laktamazy. Urcité vyhody z dlivodu mensi variability sloZeni prinasi
poolovani séra od mnoha pacientd, které snizZuje variabilitu jednotlivych sér. Pro technickou
a Casovou narocnost jsme sérum jako diluent redéni pacientského séra v testech SBT

nepouzivali.

Pro interpretaci vysledk( SBT je mozné vycist obecné doporuceni: v maximalni koncentraci
(odbér po podani antibiotika) SBT>16 znamena3, Ze baktericidni aktivita by méla trvat > 4x
déle nez je sérovy polocas daného antibiotika (Schwalbe, Steele-Moore a Goodwinet 2007).
SBT tak nepredikuje presné a opakovatelné ucinnost terapie, ale mizZze dokumentovat, zda

jsou pritomny terapeutické koncentrace, které dosahuji baktericidni aktivity.

Pokud je testovani SBT negativni a je vylouena chyba v preanalytické nebo analytické fazi,
antibiotikum nebo antibiotika pravdépodobné nedosahuji dostate¢né aktivity schopné zabit
infekéni agens. Nizkd subinhibi¢ni koncentrace aktivni formy antibiotika muaZe nastat
z mnoha pficin: adjustované clearance antibiotika, uniku antibiotika do velkého distribu¢niho
prostoru, antagonistickému pulsobeni dalSich antibiotik, jinych soucasné podavanych léciv
nebo nékterych slozek séra — nutrice, mineral( (Yang, Bening a Collins 2017, Asin-Prieto,
Rodriguez-Gascon a Islan 2015). Priklad této situace popsali v kazuistické praci Schwartz
s kolektivem. Jednalo se o testovani SBT pacienta sinfekéni endokarditidou, kterd byla
zpUsobena vankomycin-rezistentnim enterokokem. Pacient byl lé¢en daptomycinem, na
ktery byl patogen citlivy in vitro. Pfi nedostateCném klinickém ucinku byla vySetfena SBT
s negativnim vysledkem. Autofi predpokladaji, Zze tento fakt byl zplUsoben nedostatecnou
hladinou volného aktivniho daptomycinu v séru vzhledem k jeho vysoké afinité k sérovym

proteinim (Schwartz, Ngo a Guglielmo 2008).

SBT byl historicky nejvice pouZivan pii kontrole terapie zavainych infekci vyzadujicich
dlouhodobou antibiotickou lé¢bu (endokarditida, osteomyelitida) a pro tyto indikaci je
povaZzovan za dostatec¢ny SBT >1:32 (Standiford a Tatem 1986). Dale byl SBT testovan u

imunokompromitovanych pacientl s intenzivni antibiotickou terapii (Martino, Venditti a
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Valente 1985). Z tohoto dlivodu testoval SBT také Sculier, ktery zjistil, Ze SBT >1:8 u non-
neutropenickych pacientd a SBT >1:16 u granulocytopenickych pacientl dobre koreloval pfi
|écbé gram-negativni bakteremie s dobrym klinickym ucinkem u 98 % (respektive 87 %)
pacientd. V této studii byl SBT testovan druhy den terapie rlznymi antibiotiky véetné
kombinaci a testovani hodnoceno jako jednoduse proveditelné, zvlasté pokud byl izolovan

dobre rostouci patogen (Sculier a Klastersky 1984).

SBT je tedy pouzivan v pfipadech, kdy ma pacient dobre definovanou infekci a dobfe rostouci
etiologické agens, je |éCen antibiotikem nebo antibiotiky, ale Uc¢inek terapie neni dostatecny,
pomaly nebo Zadny. V pribéhu antiinfekéni terapie nemocnych je mozné vytipovat nékolik
dalSich situaci, kdy je vhodné zamyslet se nad moznosti pouziti SBT. V téchto situacich je

tfeba spravné definovat cil, potfebu a pozadavek na laboratorni testovani.

Prvni situaci je, kdyZ pacient ma infekéni onemocnéni zpisobené znamou bakterii se znamou
citlivosti na antibiotika, ale je 1é¢en z rliznych divod( kombinaci antibiotik a neni zndmo
vzajemné plsobeni kombinace. Pro nékteré skupiny antibiotik je podavani v kombinaci
pfinosné, mezi tyto vyhodné kombinace patfi synergie beta-laktamovych antibiotik a
aminoglykosidl pri l1écbé nékterych gram-pozitivnich infekci, napt. infekéni endokarditidy
zpusobené enterokoky (Bene$ 2018). Nékteré kombinace antibiotik plsobi synergicky
standardné, a proto byly vytvoreny trvalé pary hromadné vyrabénych IéCiv (trimetoprim +
sulfimetoxazol, ampicilin + sulbaktam, amoxicilin + kyselina klavulanova). Vétsina dalSich
pouzivanych kombinaci takto dobfe popsdna ale neni a vysledek pusobeni kombinace
antibiotik je spiSe vlastnosti konkrétniho bakteridlniho kmene. Laboratorni metody testovani
ucinnosti kombinace antibiotik se v praxi rutinné nepouzivaji: interpretace vysledkd neni
snadnd a testovani in vitro nemlzZe jednoduSe predpovédét klinicky efekt kombinace
antibiotik. V pfipadé podavani kombinaci antibiotik mize SBT oziejmit konkrétni plsobeni
kombinace antibiotik v prlilbéhu davkovaciho intervalu, kdy se odlisné méni koncentrace

kazdého antibiotika v zavislosti na podani, distribuci a clearance.

Laishram ve své praci predstavil kombinovanou metodiku stanoveni sérovych koncentraci
jednotlivych antibiotik a SBT, jejimzZ cilem bylo pokusit se ozfejmit interakci mezi antibiotiky
podavanymi v kombinaci. Tato metoda vyZaduje stanoveni koncentrace volného antibiotika
a SBT v séru po deaktivaci komplementu. Vysledny vypocet je interpretovan jako synergie
(£0,25), aditivni efekt (0,25-4) nebo antagonismus (> 4). Po klinické ucely by mohlo mit
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vyznam pfi vyhodnoceni vyhody podavani kombinace antibiotik proti monoterapii . V praxi

se zatim rutinné nevyuziva (Laishram et al. 2017).

Robinson s kolektivem pouZil tuto metodu vysetieni synergie sérovou diluci u pacientu
s endokarditidou nebo osteomyelitidou, ktefi byli |é¢eni kombinaci antibiotik. Vysledky
srovnaval s témi, které byly dosazeny metodou checkerboard a time kill assay. Zjistili, Ze
kombinovana metoda SBT/sérové koncentrace predikuje aditivni efekt 2x Castéji nez obé
dals$i metody, ale v urceni synergie je horsi nez time-kill assay. Tato studie byla laboratorni a

vysledky IéCeni pacientl nebyly sledovany (Robinson, Bartlett a Mazens 1985).

Druhym ddvodem stanoveni SBT by mohly byt pripady terapie infekce zplsobené
multirezistentnim aZ panrezistentnim plvodcem. Vtéto situaci existuje vysoka
pravdépodobnost selhani antibiotické terapie. Z divodu nedostatku ucinnych antibiotik je
pacient |é¢en vysokymi ddvkami nékolika antibiotik, které maji nejvyssi pravdépodobnost
ucinku (jsou popsany jako doporucené v kontrolovanych studiich nebo jednotlivych
kazuistikach). Laboratorni testovani sérovych koncentraci antibiotik miZe pomoci z divodu
zjisténi, zda bylo dosaZzeno dostatecnych cilovych koncentraci (aminoglykosidy) a PK/PD cil{i
(beta-laktamy, kolistin, vankomycin). | v pfipadé multirezistentnich kmen( by hodnota byla
porovnana s MIC plivodce. Pokud neni testovani sérovych koncentraci antibiotik k dispozici

nebo panuje nejistota ohledné plisobeni kombinace antibiotik, je moZné testovat SBT.

Gomez testoval SBT pacientll sinfekcemi zplsobenymi bakterii Klebsiella pneumoniae
produkujici KPC. Tito pacienti byli 1é¢eni polymyxinem B v kombinaci s dalSimi antibiotiky
(s doripenemem, tigecyklinem nebo s rifampicinem a doripenemem). U vSech pacientl byla
SBT séra po cely davkovaci interval > 1:4 i pfi testovani kmene Klebsiella pneumoniae se
snizenou citlivosti k podavanym antibiotikim. Prokazal baktericidni aktivitu séra s kombinaci
antibiotik i po 12 hodinach po podani polymyxinu B (Gomez et al. 2011). A to prestoze
ucinek polymyxinu samotného je podle Purnarase baktericidni v koncentraci 4x MIC a
v synergii s tigecyklinem v koncentraci 1-2x MIC po dobu 4-8 hodin (pfi uziti metodiky time-
kill assay (Pournaras et al. 2011). Gomez také zjistil, Ze kombinace polymyxinu B
s rifampicinem a doripenemem ma v séru baktericidni aktivitu, i kdyZz byl pdvodce na kazdé

z antibiotik zvIast rezistentni (Gomez et al. 2011).
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Podobné jako jsou sérové koncentrace a aktivita antibiotik rozdilna, tak pravdépodobné
neexistuje jednoduché a spravné doporuceni a cilové SBT pro vSechna antibiotika a vSechny
klinické situace. VétSina publikaci o SBT je datovana do doby pfed extenzivnim vyvojem
znalosti PK/PD principl antibiotické terapie. V praci Gomeze et al. (2011), ve které byl
sledovan klinicky vysledek Ié¢by, byli dva ze tfi pacientl Uspésné vyléceni, pfestoze SBT byl

v urcitou dobu davkovaciho intervalu pouze 1:4.

Podle mého nazoru by teoreticky mélo mit SBT rGzné cilové hodnoty podle PK/PD
podavanych antibiotik. Davkovani zaloZzené na PK/PD zajistuje pacient-specifickou (PK) a
patogen-specifickou (PD) terapii, ktera ma potencial byt bezpectnéjsi pro pacienta a proti
puvodci infekéni nemoci nejvice U¢inna. Vétsina praci na toto téma uddva pro beta-laktamy
t/MIC 40-50 % davkovaciho intervalu. Jako MIC se uziva laboratorni hodnota MIC redlného
puvodce nebo hrani¢ni koncentrace predpoklddaného plvodce infekce. Pokud je pouZit
hlavni PK/PD parametr 24hod AUC/MIC, za nejucinnéjsi jsou povaZzovany hodnoty > 25 pro
méné zdvazné infekce, 2 100 pro zdvazné infekce nebo imunosuprimované pacienty (Jacobs

2001).

Pokud bychom vychazeli z PK/PD princip(, tak napfiklad SBT antibiotik ze skupiny vykazujici
PK/PD index t/MIC nebo AUC/MIC by mél dosahovat dostate¢nych hodnot v pribéhu celého
davkovaciho intervalu. Pro antibiotika s PK/PD indexem Cna/MIC by SBT na zacatku
davkovaciho intervalu po ukonceni podavani antibiotika mél dosahovat dostatecné vysokych
hodnot nad stanovenou hranici napt. 1:4 dle Gomeze et al. (2011), coZ je Ctyrnasobna

baktericidni aktivita, nez je v danych podminkach pro bakteridlni kmen tfeba.

Pro SBT antibiotik ze skupiny vykazujici PK/PD index AUC/MIC (napf. vankomycin,
teikoplanin, linkosamidy, chinolony) by mohl byt cilovym parametem dosaZeni dostatecné
AUC/SBT - plochy pod kfivkou baktericidnich titrd (Dan et al. 1994, Barry et al. 1999). Tak,
jako parametr AUC/MIC, také AUC(SBT) je hodnota, kterou Ize vypocitat farmakologickym
programem, vyZzadujicim ale mnoho vstupnich parametrld. Pro rutinni testovani SBT
v mikrobiologické laboratofi je pravdépodobné spiSe vyhodna dostatecna SBT v dobé pred

podanim antibiotika (SBTyin).

Pfi stanovovani SBT u pacientd, ktefi jsou léceni antibiotiky s PK/PD parametrem Cpa/MIC

(napt. aminoglykosidy), by teoreticky jako jediny parametr mohl byt stanoven SBT,.x (tedy
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odbér séra 30 minut po podani antibiotika). Toto SBT by méla dosahovat dostatecnych
hodnot (>1:8), coZ bylo analogické k cilovému parametru téchto antibiotik 8-10x cmax/MIC.
Unikatni vlastnost téchto antibiotik, kterou je postantibioticky ucinek, nelze metodou SBT
nijak podchytit. Pro potvrzeni domnének o SBT zaloZeném na PK/PD principech je vsak

potreba dalsich laboratornich a klinickych studii.
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12 ZAVER

Testovani baktericidni vlastnosti séra predstavuje alternativni moznost optimalizace |écby
pacienta antibiotiky. Tato metoda byla dfive vyuZzivana vétSinou pro testovani antibiotické
lécby pacientl s dlouhodobymi infekcemi. V soucasné dobé se pro toto testovani jevi jako
vhodni dalsi kandidati: pacienti s akutni infekci s nestandardnimi parametry farmakokinetiky
(zménény distibu¢ni objem, vazebnost nebo clearance antibiotika), pacienti |é¢eni kombinaci
antibiotik, pacienti |éCeni pro infekci multirezistentnimi nebo panrezistentnimi bakteriemi.
Pro tyto ucely jsou vsak vysledky testovani SBT pfi pouZiti konvencénich metod k dispozici az

po kriticky dlouhé dobé.

Cilem prace tak bylo nalézt modifikaci v sou¢asnosti pouzivané standardizované metodiky,
ktera poskytne validni vysledky ucinku antibiotika v télnich tekutinach v ¢ase kratSim nez za
48-72 hodin od zacatku laboratorniho testovani (72-96 hodin od odbéru klinického
materiadlu). Pro testovani byly navrieny dvé modifikace: méfeni turbidimetrie a barveni

resazurinem.

Byla testovana Ctyri antibiotika gentamicin, amikacin, piperacilin/tazobaktam a meropenem
s 30 kmeny E. coli izolovanych z hemokultur pacient(i Fakultni nemocnice Hradec Kralové a
76 sér pacient( |éCenych antibiotiky z dGvodu febrilni neutropenie s referenénim kmenem

E. coli ATCC 25922.

Testovani baktericidie antibiotik vykazalo non-inferiorni vysledky v testovani po 24 hodinach.
Vsechny modifikace, které byly odecitany drive, nemély dostate¢nou shodu s CLSI. Pro
testovani modifikace s méfenim turbidimetrie byly dosazeny non-inferiorni vysledky pfi
pouziti vinové délky spektrofotometru 405 nm, které odpovidaly nejvyssi oboustranné p-
hodnoté pfi pouziti hrani¢ni zmény < 30% zmény turbidance. Testovani baktericidie séra
nebylo zavislé na pouzité vinové délce a srovnatelné vysledky oboustranné p-hodnoty byly
podobné pfi pouziti vinové délky 405nm i 620nm, a to také aZ pfi testovani po 24 hodin
inkubace. Metoda barveni resazurinem byla non-inferiorni v navrzené modifikaci pfi barveni
po 8 hodinach inkubace a nasledné subkultivaci z negativnich jamek mikrotitra¢ni desticky a
jejich ndasledné inkubaci. Vysledky odectu jsou k dispozici také po 24 hodnach testovani. Obé
vysledné non-inferiorni modifikace tak predstavuji alternativu krat$i nez standardni

metodika dle CLSI.
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K ziskani validnich vysledkd je ale treba nejen pecliva laboratorni prace s dodrzenim vsech
zasad spravné laboratorni praxe a také kvalitni preanalytickd ¢ast. Pro spravné nacasovani
odbér(i séra pacienta, jeho bezchybny odbér, uchovani a transport je nezbytna intenzivni

spoluprace laboratore s klinickymi pracovniky.

Stale diskutovanou otazkou vsak z(Ustava samotna hodnota SBT, ktera spolehlivé predikuje
klinicky ucinek |écby pacienta. Zda se, Ze zavéry starsich praci s obecnymi doporucenimi pro
odpovidajici SBT, bude tfeba prehodnotit a individualizovat za pouZiti PK/PD principl. Pro

potvrzeni téchto predpokladli budou ale nezbytné dalsi laboratorni a klinické studie.
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14 SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A GRAFU

Obrazek 1 Schematické zobrazeni cilovych mist a mechanismu Ucinku antibitotik na
bakterialni buriku (volné podle Benes 2018)

Obrazek 2 Schéma systému kapalinové chromatografie spojené shmotnostnim
spektrometrem (McMaster 2005)

Obrazek 3 Modifikace radialni agarova difuze (cylindr-test, cup-test), vySetieni séra pacienta
|é¢eného kotrimoxazolem, kmen Nocardia farcinica, izolovany z abscesu pacienta, inkubace
72 hodin pfi 35+2 °C (foto autor).

Obrazek 4 Schématické zobrazeni testovani baktericidie séra (zkratky: SIT - sérum Inhibic¢ni
titr, SBT — sérum baktericidni titr)

Obrazek 5 Schéma chemické reakce redukce resazurinu (Riss et al. 2016).

Obrazek 6 Testovani baktericidie antibiotik za pouZziti resazurinu. Kultivace E. coli ATCC
25922, inkubace 36+2°C 24 hodin v béZzné atmosféfe. Modré zbarveni signalizuje negativni
rast, rGZové zbarveni pozitivni rast (foto autor).

Obrazek 7 Schéma analyzy ATP (Riss et al. 2016).

Obrazek 8 Schematické znazornéni turbidimetrie (volné podle Stern 2006).

Obrazek 9 Schéma bioreportéru k méreni koncentrace tetracyklinu za pouzZiti genu pro
efluxni pumpu TetR. Po navazani tetracyklinu dojde k aktivaci a transkripci genu s naslednou
syntézou efluxni pumpy. Soucasné dojde k aktivaci reportérového genu a nasledné syntéze
luciferazy. Vysledkem je eflux tetracyklinu z bunky a produkce lumiscence (podle Aga et al.
2016).

Obrazek 10 Graf prehledu citlivosti kmena E. coli testovaciho souboru

Obrazek 11 Schéma pfipravené mikrotitracni desticky 16. 5. 2017, koncentrace v jamkach
v mg/l. Zkratky: CAMHB cation adjusted Mueller Hinton Broth, GEN gentamicin, AMI
amikacin, PPT piperacilin/tazobaktam, MER meropenem.

Obrazek 12 Schéma pfripravené mikrotitracni desticky 6. 6. 2017, koncentrace v jamkach
v mg/l. Zkratky: CAMHB cation adjusted Mueller Hinton Broth, GEN gentamicin, AMI
amikacin, PPT piperacilin/tazobaktam, MER meropenem.

Obrazek 13 Schéma inokulované mikrotitracni desticky, Sedé ozanceny jamky s inokulovanou
suspenzi kmene Zkratky: NEG KO negativni kontrola, POZ KO pozitivni kontrola, GEN

gentamicin, AMI amikacin, PPT piperacilin/tazobaktam, MER meropenem.
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Obrazek 14 Schéma kontroly findlniho inokula

Obrazek 15 Schématické zobrazeni postupu prace s inokulovanymi destickami.

Obrazek 16 Schéma pripravené mikrotitracni desticky, poméry v tabulce oznacuji redéni
séra, koncentrace antibiotik je jednotkach mg/l. Zkratky: GEN gentamicin, NEG negativni

kontrola, POZ pozitivni kontrola, PPT piperacilin/tazobaktam.

Tabulka 1 Rozdéleni a charakteristika antibiotik podle jednotlivych PK/PD index( (podle
Jindrak, Hedlova a Urbaskova 2014)

Tabulka 2 Priklady PAMP — molekulovych vzord spojenych s patogeny, které jsou schopny
indukovat lidskou obrannou imunitni odpovéd. (upraveno podle Krejsek, Andrys a Krémova
2016, Takeuchi a Akira 2010)

Tabulka 3 Prehled vazebnosti antibiotik na bilkoviny krevni plasmy (Jindrdk, Hedlova a
Urbaskova 2014, Grayson 2010)

Tabulka 4 Postup testovani vlivu télnich tekutin na mikroorganismy

Tabulka 5 Pojmy spojené s testovanim baktericidie

Tabulka 6 Prehled statistickych skupin, v tabulce oznaceny teckou.

Tabulka 7 Zakladni charakteristika souboru pacientu.

Tabulka 8 Prehled ¢asovani odbérd krve. VySetfena séra jsou v tabulce oznacena teckou.
Tabulka 9 Statistické zpracovani testovani amikacinu, srovnani standardni metody vysetireni
baktericidie dle CLSI a ostatnich modifikaci uZitim parového Studentova t-testu (Paired
Samples Test, zkratka PST) — cervend cCisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modra disla
(zkratka WSRT), statisticky vyznamnad non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné.

Tabulka 10 Statistické zpracovani testovani gentamicinu, srovnani standardni metody
vySetieni baktericidie dle CLSI a ostatnich modifikaci uzitim parového Studentova t-testu
(Paired Samples Test, zkratka PST) — Cervenad Cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd
Cisla (zkratka WSRT), statisticky vyznamna non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné.
Tabulka 11 Statistické zpracovani testovani meropenemu, srovnani standardni metody
vySetieni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uzitim parového t-testu (Paired
Samples Test, zkratka PST) — Cervena cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd disla

(zkratka WSRT), statisticky vyznamna non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné.
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Tabulka 12 Statistické zpracovani testovani piperacilin/tazobaktamu, srovnani standardni
metody vysetreni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uzitim parového t-testu
(Paired Samples Test, zkratka PST) — Cervenad Cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd
Cisla (zkratka WSRT), statisticky vyznamna non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné.
Tabulka 13 Statistické zpracovani testovani vSech antibiotik, srovnani standardni metody
vySetieni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uzitim parového t-testu (Paired
Samples Test, zkratka PST) — Cervena cisla, Wilcoxon Signed Ranks Testu — modrd disla
(zkratka WSRT), statisticky vyznamna non-inferiorita pro p > 0,05 oznacena tucné.

Tabulka 14 Vysledky statistického zpracovani uzZitim Studentova parového t-testu, srovnani
standardni metody vysetrfeni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci uzitim
parového t-testu (Paired Samples Test, zkratka PST) — Cervena Cisla, Wilcoxon Signed Ranks
Testu — modra Cisla (zkratka WSRT), tucné zobrazeny p-hodnoty se statisticky vyznamnou
non-inferioritou (oboustranné p > 0,05).

Tabulka 15 RozloZeni odchylek vysledkd modifikaci od standardniho vySetfeni baktericidie
dle CLSI, ¢isla v tabulce ozacuji odchylku log2 vysledkd fedéni séra (0 = v souladu s CLSI, -1, 1
= odchylka + 1 fedéni log2, - 2, 2 = odchylka £ 2 redéni séra log2, -3, 3 = odchylka + 3 fedéni
séra log2, zapornd Cisla znaci vysledek v nizsim fedéni neZz standard, kladna cisla znadi
vysledek modifikace ve vys$im fedéni neZ standard CLSI).

Tabulka 16 Souhrnné vysledky srovnani testovani modifikaci a CLSI metod. Cisla v tabulce
oznacuji oboustrannou p-hodnotu pfi zpracovani Wilcoxon Signed Ranks Testem (statisticky
vyznamna noninferiorita metod pfFi vysledku oboustranné p-hodnoty > 0,05 tu¢né Cervené

zvyraznény.

Graf 1 Grafické znazornéni vysledkl oboustrannych p-hodnot testovani amikacinu, srovnani
standardni metody vysetfeni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci pomoci
Wilcoxon Signed Ranks Testu. Grafickd osa x: oboustranna p-hodnota, statisticky vyznamna
non-inferiorita > 0,05.

Graf 2 Grafické zndzornéni vysledkl oboustrannych p-hodnot testovani gentamicinu,
srovnani standardni metody vySetieni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci
Wilcoxon Signed Ranks Testu. Grafickd osa x: oboustranna p-hodnota, statisticky vyunamna

non-inferiorita > 0,05.
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Graf 3 Grafické znazornéni vysledkll oboustrannych p-hodnot testovani meropenemu,
srovnani standardni metody vySetieni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci
Wilcoxon Signed Ranks Testu.

Graf 4 Grafické znazornéni  vysledki  oboustrannych  p-hodnot  testovani
piperacilin/tazobaktamu, srovnani standardni metody vysetfeni baktericidie séra dle CLSI a
ostatnich modifikaci Wilcoxon Signed Ranks Testu.

Graf 5 Grafické zndzornéni vysledkd oboustrannych p-hodnot testovani vSech antibiotik
srovnani standardni metody vySetieni baktericidie séra dle CLSI a ostatnich modifikaci
Wilcoxon Signed Ranks Testu, na ose x vyznaCena hodnota oboustranné p-hodnoty,
statisticky signifikantni non-inferiorita p > 0,05.

Graf 6 Grafické znazornéni hodnoceni statistické vyznamnosti srovnanim vysledk( pfi uZiti
Wilcoxon Signed Ranks Testu, na ose x vyznaCena hodnota oboustranné p-hodnoty,
statisticky signifikantni non-inferiorita oboustranné p > 0,05.

Graf 7 RozloZeni odchylek testovani modifikaci od vysledku CLSI po 8 hodinach inkubace,
barevné kategorie ukazuji odchylku log2 v fedéni séra (0 = v souladu s CLSI, -1, 1 = odchylka +
1 fedénilog2, -2, 2 = odchylka * 2 fedéni séra log2, -3, 3 = odchylka + 3 fedéni séra log2).
Graf 8 RozloZeni odchylek testovani modifikaci od vysledku CLSI po 24 hodinach inkubace,
barevné kategorie ukazuji odchylku log2 v fedéni séra (0 = v souladu s CLSI, -1, 1 = odchylka +
1tedénilog2, -2,2=odchylka* 2 redéniséralog2, -3, 3 = odchylka + 3 fedéni séra log2).
Graf 9 Grafické znazornéni kumulativni oboustranné p-hodnoty pfi uziti Wilcoxon Signed
Ranks Testu, na ose x kumulativni oboustranna p-hodnota, kterd je definovana jako soucat
oboustrannych p-hodnot baktericidie séra a vSech antibiotik, statisticky signifikantni non-

inferiorita jednotlivych oboustrannych p > 0,05.

109



	1 Prohlášení autora
	2 Poděkování
	4 Použité zkratky
	5 Souhrn
	6 Summary
	7 Úvod do problematiky
	7.1 Terapie infekčních onemocnění antibiotiky
	7.1.1 Farmakodynamika antibiotik
	7.1.2 Farmakokinetika antibiotik
	7.1.3 Farmakokinetické a farmakodynamické principy (PK/PD)

	7.2 Imunitní systém a antibiotika
	7.2.1 Antibakteriální imunita
	7.2.2 Antibiotika v imunitní reakci
	7.2.3 Imunomodulační účinek antibiotik
	7.2.4 Antibakteriální komponenty krevního séra

	7.3 Možnosti testování účinku antibiotika
	7.3.1 Testování hladin antibiotik
	7.3.2 Testování účinku tělních tekutin na mikroorganismy
	7.3.2.1 Baktericidie tělních tekutin
	7.3.2.2 Testy viability buněk
	7.3.2.3 Turbidimetrie
	7.3.2.4 Time-kill assay
	7.3.2.5 Další metody



	8 Cíle disertační práce
	9 Metodika
	Testování baktericidie antibiotik kmeny Escherichia coli z hemokultivací
	9.1 Materiál a přístroje
	9.2 Pracovní postup
	9.2.1 Soubor bakteriálních kmenů
	9.2.2 Příprava zásobního roztoku antibiotik
	9.2.3 Příprava mikrotitračních destiček
	9.2.4 Příprava bakteriálního inokula
	9.2.5 Inokulace suspenze kmenů
	9.2.6 Kontrola velikosti a čistoty inokula
	9.2.7 Inkubace destiček
	9.2.8 Stanovení MIC a MBC  (skupina inokulovaných destiček A)
	9.2.8.1 Turbidimetrie
	9.2.8.2 Stanovení baktericidie dle CLSI

	9.2.9 Modifikace barvení resazurinem  (skupina inokulovaných destiček B)

	9.3 Statistické zpracování

	Testování baktericidie séra
	9.4 Materiál a přístroje
	9.5 Pracovní postup
	9.5.1 Soubor pacientů, odběr, transport a uchování sér
	9.5.2 Příprava zásobního roztoku antibiotik
	9.5.3 Příprava mikrotitračních destiček
	9.5.4 Příprava bakteriálního inokula
	9.5.5 Inokulace suspenze kmene
	9.5.6 Kontrola velikosti inokula
	9.5.7 Inkubace destiček
	9.5.8 Stanovení MIC a MBC (skupina inokulovaných destiček A)
	9.5.8.1 Turbidimetrie
	9.5.8.2 Stanovení baktericidie dle CLSI

	9.5.9 Stanovení MIC a MBC modifikací resazurinem (skupina inokulovaných destiček B)

	9.6 Statistické zpracování

	10 Výsledky
	10.1 Výsledky testování baktericidie antibiotik kmeny Escherichia coli z hemokultivací
	10.2 Výsledky testování baktericidie séra
	10.3 Celkové výsledky

	11 Diskuze
	12 Závěr
	13 Seznam literatury
	14 Seznam obrázků, tabulek a grafů

