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1. 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 léceného antibiotiky, zvlasté pfi lécbé infekci zplsobenych multirezistentnimi
bakteriemi. Cilem prace bylo potvrdit non-inferioritu vysledkli modifikovanych metod
testovani na zakladé turbidimetrie (Cas do vysledku 6, 8, 24 hodin) a barveni resazurinem
(¢as do vysledku 8, 24 hodin) se standardnim testovanim baktericidie bujonovou diluc¢ni

metodou dle CLSI M21-A Guidelines (¢as do vysledku 48, 72 hodin).

Materidl a metodika: Byla testovana Ctyfi antibiotika gentamicin, amikacin,
piperacilin/tazobaktam a meropenem s 30 kmeny Escherichia coli izolovanych z hemokultur
29 pacientl hospitalizovanych na rlznych oddélenich Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Pro testovani baktericidniho titru lidského krevniho séra byla pouZita séra (n = 76) deseti
pacient IV. Interni kliniky FN Hradec Kralové. Krev pacientl byla odebrana pred a v priibéhu
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, nemély dostate¢nou shodu s CLSI.
Varianta testovani s mérenim turbidimetrie na spektrofotometru vykazovala non-inferiorni
vysledky pti pouziti vinové délky 405 nm. Nejvyssi oboustranné p-hodnoty byly ziskany,
pokud byla pouZita hranice zmény turbidance < 30%. Pfi testovani baktericidie séra byly non-
inferiorni vysledky ziskany také az pfi testovani za 24 hodin, ale nebyly zavislé na pouzité
vinové délce (405nm i 620nm). Vysledky metody barveni resazurinem byla non-inferiorni
s CLSI v navrzené modifikaci odectu zmény barvy po 8 hodinach inkubace a nasledné
subkultivaci obsahu negativnich jamek mikrotitracni desticky. V této modifikace jsou tedy

srovnatelné vysledky testovani k dispozici také po 24 hodinach testovani.

Zaveér: Navriené modifikace testovani baktericidie s pouZzitim 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.



2. Summary
Microbiological Aspects of Infectious Diseases Therapy

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 in comparison

with modified methods of testing on the basis of and resazurin color.

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 University Hospital in Hradec Kralove. Human blood sera (n = 76) from ten
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-hours
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 (405nm versus
620nm) 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 h incubation and added subculture of contents of negative wells. So the

results were available after 24 hours.

Conclusion: The proposed modifications 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.



3. Uvod do problematiky

Posledni dobou se objevuji zpravy o zvySeném vyskytu obtizné |écitelnych bakteridlnich
infekci (Orsi, Falcone a Venditti 2011, Mohamed et al. 2019). Vzhledem k vysoké variabilité
farmakokinetiky (PK), pozménéné farmakodynamice (PD), vzniku a vyvoji rezistence na
antibiotika konvencni ddvkovani antibiotik (ATB) nedosahuje dostatecné ucinnych hladin ke
zvladnuti infekce, zvlasté u kriticky nemocnych (Parker 2015). Také terapeutické postupy na
jednotce intezivni péée méni PK/PD vztahy a poméry vétsiny 1ék(l a mohou ovlivnit klinicky
prabéh infekce (Gongalves-Pereira 2015). Lécba antibiotiky a dosaZeni priznivého efektu je

proto obtiznéjsi a vyZzaduje si stale castéji individualni pfistup k davkovani.

Vedle metody stanoveni sérovych koncentraci antibiotik a terapeutického monitorovani
antibiotik je mozné testovat pfimo baktericidni vlastnosti séra pacienta |éeného ATB
metodou stanoveni sérového inhibi¢niho titru (SIT) nebo sérového baktericidniho titru (SBT).
Jejich vyhodou je, Ze ukazuji skutecnou aktivitu jednoho nebo vice podavanych ATB v séru
pacienta s jeho komplexnim antimikrobidlnim plsobenim. Metodu popsali jiz v roce 1947
Schlichter a Mac Lean pro vedeni [éCby zavaznych bakteridlnich infekci. CLSI tuto metodiku
standardizovala vroce 1991 a aktualizovala s cilem zlepSeni reprodukovatelnosti v roce
1999. Test SBT je modifikaci bujénové dilu¢ni metody, kdy SBT je definovan jako nejvyssi
redéni séra, které redukuje vstupni bakteridlni inokulum 099,9 %. Sérum k testovani se
odebira pacientovi ve stanovenych intervalech, které odpovidaji PK daného ATB: jeho ddvce,
intervalu davkovani a zplsobu podani. Obvykle je odbér séra nacasovan na dobu po
ukonceni podavani davky ATB (maximalni koncentrace, peak concentration, cynax) a na konec
davkovaciho intervalu, pred podanim nasledujici davky (minimalni koncentrace, trough

concentration, cmin). DalSi postup vysetieni séra ke stanoveni SIT a SBT je uveden v Tab. 1.

CLSI doporucuje pro zjisténi baktericidniho ucinku v terminadlni fazi laboratorniho testovani
pfimé vyockovani obsahu negativnich jamek (jamek bez znamek ristu bakterie) na agarové
pudy a jejich inkubaci v termostatu v teploté optimalni pro testovany bakteridlni kmen po
dobu 24 a 48 hodin ke zjisténi ristu. Vzhledem k ¢asové narocnosti posledni faze testovani je
vhodné zarazeni jiné metody detekce viability, zalozené na méreni aktivity spojené

s Zivotaschopnosti bunék (jejich metabolickou nebo enzymatickou aktivitou).



Tabulka 1 Postup vysSetreni baktericidniho tcinku séra, SBT.

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

Kultivace predpokladaného bakterialniho pulvodce infekéniho
onemocnéni (kmen izolovany zrelevantniho klinického vzorku
pacienta, nejcastéji hemokultury)

Postup Pfiprava séra v jeho postupném logaritmickém redéni (log 2) ve
testovani SBT zkumavkach nebo jamkach mikrotitracnich desticek

Inokulace jednotlivych fedéni séra standardizovanym mnozstvim
bakterialniho ptvodce

Inkubace bakterii s nafredénym sérem

Detekce vlivu séra na rdst a mnoZeni bakterii: SIT (sérum inhibicni
titr), SBT (sérum baktericidni titr), testy viability bunék,
turbidimetrie

Mezi testy viability patfi redukce tetrazolu, redukce barviva resazurinu, test bunécné
proliferace za pouZiti nukleotidovych analogll, analyza proteazové aktivity, analyza ATP, real-
time assay vyuzZivajici luciferdzu (Riss 2016). Pro stanoveni bakteridlniho rdstu je moiné
vyuzit také turbidimetrii. Bakterie v prlUbéhu mnoZeni vytvafi vtekutém vzorku zakal,
turbidimetrie vyuzZivd méreni zmény intenzity zdkalu média v zavislosti na case. Mezi
perspektivni metody méreni ucinku antibiotik patfi nanotechnologie, kdy navazani
antimikrobidlni latky na cilové misto nanoelektromechanické konzole vede k povrchovému
stresu bakteridlni membrany. Tato metoda byla vyvinuta pro méreni koncentrace aktivni
formy antibiotik i ve velmi nizkych koncentracich (Ndieyira 2014). Aga vroce 2016 pro
detekci ucinku antibiotik pouZil bioreportéry, geneticky upravené Zzivé bunky schopné

produkce detekovatelného signdlu, jakmile detekuji cilovou latku (Aga 2016).

4. Cile prace
Cilem prace bylo ovéfit moznost dosazeni vysledku testovani ucinku antibiotik v krevnim séru

v Case kratSim, nez umoznuje standardni metodika dle CLSI s vyuZitim rutinniho vybaveni
mikrobiologické laboratore. U CSLI jsou vysledky testovani k dispozici nejdfive za 48-72 hodin

od zacatku laboratorniho testovani resp. 72-96 hodin od odbéru klinického materidlu.



Testovani bylo schvaleno Etickou komisi Ceské lékaiské komory v Hradci Kralové ¢. 201807

S23P.

5. Material a metodika
Pro testovani baktericidie byly pouZity dva rdzné druhy substratl: krevni sérum pacienta

s probihajici ATB terapii a samotné ATB v rlznych fedénich. Pfiprava desti¢ek byla odlisna

podle testovaného materidlu.

Pro testovani SBT lidského krevniho séra bylo pouZito 76 sér deseti pacientl (6 Zen, 4 muzl)
hospitalizovanych na IV. Interni hematologické klinice FN Hradec Kralové. Vékovy primér byl
49,2 let (min 22, max 66, median 48,5 let). Pacienti byli IéCeni piperacilin/tazobaktamem a
dalsimi antibiotiky z dGvodu febrilni neutropenie pfi |écbé hematoonkologického

onemocnéni v letech 2012-2013. Charakteristiku souboru pacientl je mozno vidét v Tab. 2.

Tabulka 2 Charakteristika souboru pacienti

Pacient | Pohlavi  Vék Kultivace :ggi\i/:trillfa Diagndza

1 Zena 45 negativni PPT, CIP, COT, AMI mnohocetny myelom

2 zena 65 E.coli mo¢ PPT, CLA, COT, AMI  Burkittav lymfom

3 zena 61 negativni PPT, CIP ?r:<s:121>||22’|c(iikm<:~i/emonocyticka'

4 Zena 64 negativni PPT B lymfom

5 Zena 66 negativni PPT, CIP akutni myeloblasticka leukémie
6 zena 22 negativni PPT, CIP ﬁs;gglizzikm;/emonocytické

7 Zena 52 negativni PPT, CIP akutni myeloblasticka leukémie
8 muz 34 negativni PPT, CIP akutni myeloblasticka leukémie
9 muz 40 negativni PPT, CIP, COT akutni myeloblasticka leukémie
10 mu3 43 ’: a‘r’;r uginosa  por B lymfom

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

Piperacilin/tazobaktam (PPT) byl pacientiim podavan v déavce 4,5 g v prodlouzené infizi
trvajici 3 hodiny v intervalu po 8 hodinach, celkova délka trvani antibiotické terapie zavisela
na klinickém stavu pacienta. Prvni vzorek krve byl odebran pred za¢atkem terapie PPT, dalsi

vzorky v ¢ase 3 hodiny, 6 hodin a 8 hodin po prvnim podani PPT. Druhad série ¢tyfech odbér(

8




krve probéhla treti den lécby PPT: pred podanim prvni denni davky PPT, po 3, 6 a 8
hodinach. Po odbéru byla krev vy$etfena na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FN
Hradec Kralové, kde probéhla separace séra. Po zpracovani ke stanoveni hladiny antibiotika
byla uloZzena do mraziciho boxu na -70°C + 5°C. Séra byla pred vysetfenim rozmraZzena na
pokojovou teplotu. Séra byla fedéna vradé log2 ve sloupcich 96-jamkové mikrotitracni
desticky. Jako redici roztok byl zvolen Mueller-Hinton(v bujon adjustovany kationty. Kazdé
sérum bylo testovano ve dvou sloupcich. K testovani baktericidie byl pouzit referen¢ni kmen
Escherichia coli ATCC 25922 uchovany zamrazenim v kryobance v mrazicim boxu pfi -70°C +
5°C, pred pouzitim byl revitalizovan. Jako kontrola byla pouZita antibiotika gentamicin a

piperacillin/tazobaktam.

Pro testovani baktericidie antibiotik byl vybran gentamicin, amikacin,
piperacilin/tazobaktam a meropenem. Antibiotika byla nafedéna do sloupci 96-jamkové
mikrotitracni desticky za pouziti stejné metodiky jako séra pacientl (viz vyse). Pro testovani
byly pouzity bakteridlni kmeny Escherichia coli izolované z hemokultur pacientl Fakultni
nemocnice Hradec Krdlové, 12 zen a 17 muz(, primérného véku 66,8 roku (min 0, max 91,
median 74 let). Hemokultury byly kultivovany na Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, kmeny byly sbirdny konsekutivné v dubnu, kvétnu a cervnu v
letech 2015, 2016 a 2017 do celkového poctu 29. Jako kontrola metody byl pouzit referencni
kmen Escherichia coli ATCC 25922.

Pro oba substraty byly testovany dvé modifikace metody: méreni turbidimetrie (¢as do
vysledku 6, 8, 24 hodin) a modifikace metody stanoveni pomoci resazurinu (¢as do vysledku
8, 24 hodin). Cilem prace bylo potvrdit, zda standardni testovani baktericidie tekutin (SBT -
serum bactericidal testing) dle CLSI M21-A Guidelines ((Barry et al. 1999) je srovnatelné

s modifikovanymi metodami testovani pomoci turbidimetrie a barveni resazurinem.

Ze suspenze kmene byla mechanickym inokulatorem provedena inokulace mikrotitracni
desticky ve vsech jamkach kromé jamek negativni kontroly, do jamky bylo ptidano 1,5 ul
bakterialni suspense. Pfedpokladané cilové findlni inokulum vka?dé jamce bylo 5x10°
CFU/ml. Velikost inokula pro stanoveni letdlniho end-pointu byla ovérena na zakladé

metodiky CLSI (Barry et al. 1999).



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 pouzitim barveni resazurinem. VSechny desticky byly vloZzeny do termostatu, kde

byly inkubovany v béziné atmosfére pfi 35 °C £ 2 °C.

Ucinek séra a antibiotik na testovany kmen Escherichia coli u kazdé mikrotitraéni desticky
skupiny A byl méren ve spektrofotometru pfi vinové délce 405 nm a 620 nm v ¢ase inkubace
2 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin, 8 hodin a 24 hodin od inokulace. Pfed kazdym mérenim byly
desticky ve spektrofotometru kratce protiepany (t = 5 s). Byly vypocitany zmény turbidance
(ATb v %) od pocatecni turbidance Tb (mérené po 2 hodinach inkubace). Sérovy inhibicni titr
pro turbidimetrii — SIT (ATb) a minimalni inhibi¢ni titr antibiotik - MIC (ATb) byl definovan
jako nejvyssi fedéni séra nebo antibiotika, které vykazovalo < 20%, < 25%, respektive < 30%
zménu turbidance. V kone¢ném vyhodnoceni byly pro kazdy vzorek a kazdou vinovou délku

vypogitany tFi sety vysledké SIT (20 % ATb), SIT (25 % ATb) a SIT (30 % ATb).

Po inkubaci a méreni turbidance v ¢ase 24 hodin byl u kazdé desticky v kazdém sloupci
fedéni antibiotik stanoven SIT (CLSI), sérum inhibi¢ni titr dle CLSI (v pfipadé antibiotika MIC
CLSI), ktery reprezentoval prvni jamku v fadé redéni bez viditelného rlstu. VSechny jamky
bez viditelného rUstu byly inokulovany pfimo na krevni agar, ktery byl ddle inkubovan
v termostatu v bézné atmosfére pri 35 + 2 °C po 18-24h a 48 hodin. Porovnanim poctu
narostlych kolonii a letalniho end-pointu pro kazdy kmen byl stanoven SBT (sérovy
baktericidni titr), MBC (minimalni baktericidni koncentrace) dle metodiky CLSI, které byly

definovany jako nejvyssi redéni redukujici vstupni inokulum o 99,9 %.

Skupina naockovanych mikrotitracnich desti¢ek B byla uréena k testovani modifikaci barveni
resazurinem. Desticky byly inkubovany v béZzné atmosfére pri 35 + 2°C a v case inkubace 7
hodin bylo do kazdé jamky ptidano 9 pl resazurinu. Po 1 hodiné inkubace byla provedena
kontrola zmény barvy jamek z modré (negativni rlist) na riZzovou (pozitivni rlst), k hodnoceni
zmény barvy nebyly pouzity Zadné zobrazovaci techniky. Pro kazdy kmen a kazdé sérum bylo
zjiSténo SIT8 (MIC8) resazurin, definované jako nejvyssi fedéni s negativnim rGstem. Prvni
sloupec kazdého testovani byl urcen k potvrzeni baktericidie po 8 hodinach: vSechny jamky
s negativnim rlstem byly vyockovany pfimou inokulaci na krevni agar ke zjiSténi SBTS8
(MBC8) resazurin. Po vyockovani prvnich sloupcl byly vsechny desticky skupiny B opét
prikryty vickem a spolu s nao¢kovanymi krevnimi agary byly vloZzeny do termostatu, kde byly
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inkubovany v béZné atmosfére pfi 35+ 2°C. Po 18-24 hodinach inkubace byl proveden

odecet SIT24 (MIC24) resazurin (sérum inhibicni titr po 24 hodinach).

Byly porovndny odchylky vysledk( jednotlivych testovanych modifikaci od standardniho
testovani SBT (MBC) dle CLSI (porovnany pary vysledktd). Odchylka vysledku je definovana
jako odchylka vysledku testovani modifikace v poctu jamek (fedéni log2) od CLSI. Pozitivni
CLSI. Pro statistické hodnoceni byl pouZit Studentlv parovy T-test a Wilcoxon Signed Ranks
Test. Nulova hypotéza byla definovana tak, Ze se referencni 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.).

6. Vysledky

Souhrnné vysledky oboustrannych p-hodnot srovnani testovani jednotlivych modifikaci

s metodikou CLSI za uziti Wilcoxon Signed Ranks Testu viz Tab. 3 a Graf 1.

Pfi srovnavdni obou druhi testovdni se oziejmily nékteré rozdily: testovani baktericidie
antibiotik vykazalo non-inferiorni vysledky az vtestovani po 24 hodinach, vsechny
modifikace, které byly odecitdany 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 405 nm i 620 nm také az pfi
testovani za 24 hodin inkubace. Pouze modifikace méfeni turbidimetrie 620 nm < 20 %
zmény turbidance vykazovala vyssi oboustrannou p-hodnotou 0,045 pfi méreni po 8

hodinach inkubace, jez ale nedosahla non-inferiority.

Metoda barveni resazurinem podala v navrzené modifikaci konzistentni vysledky v testovani
MBC i SBT. Vysledky vykazovaly non-inferioritu pouze pfi 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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Tabulka 3 Souhrnné vysledky srovndni testovani modifikaci a CLSI metod (Cisla v tabulce oznacluji
oboustrannou p-hodnotu pri zpracovdni Wilcoxon Signed Ranks Testem (statisticky vyznamnd non-
inferiorita metod pfi vysledku oboustranné p-hodnoty > 0,05 tucné cervené zvyraznény)

(Zkratky: A Tb - zména turbidance, CLSI - The Clinical & Laboratory Standards Institute)

Provnavané pary Bakteridie | VSechna — - Piperacilin
. N Amikacin | Gentamicin | Meropenem
metod séra antibiotika tazobaktam
, CLSI - 30% ATb
Par1 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
P CLSI - 30% ATb
Par 3 24 hod. 405 nm 0,410 0,742 0,763 0,317 0,564 1,000
— 0,
Par 4 CLS! -30% ATb 0,001 0,000 0,000 0,000 0,014 0,001
6 hod. 620 nm
, 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
Par 7 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
Par 9 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
Par | CLSI —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
27 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 Tb 24 hod 620nm - CLSI s
<20% A Tb 8 hod 620nm - CLSI =
<20% A Tb 6 hod 620nm - CLSI &

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

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

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

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

<30% A Th 24 hod 405nm - CLS| 500
<30% A Tb 8 hod 405nm - CLSI
<30% A Tbh 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 p-hodnota

B baktericidie séra H baktericidie E.coli vSechna ATB

Graf 1 Zndzornéni kumulativni oboustranné p-hodnoty prFi uZiti Wilcoxon Signed Ranks Testu (na
ose x kumulativni oboustrannd p-hodnota, kterd je definovdna jako soucet oboustrannych p-hodnot
baktericidie séra a vsech antibiotik, statisticky signifikantni non-inferiorita jednotlivych oboustrannych
p >0,05)

(Zkratky: ATB — antibiotikum, E.coli — Escherichia coli, ATb - zména turbidance, SIT sérum inhibicni titr,
SBT sérum baktericidni titr, CLSI - The Clinical & Laboratory Standards Institute)

7. 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 1éc¢iva, ta vSak nemusi reprezentovat jeho redlnou biologickou
aktivitu v séru. V prevainé vétsiné je stanovena celkova koncentraci antibiotika bez ohledu
na to, Zze ¢ast antibiotika je vdzdna na sérové proteiny. Na zacatku analyzy totiz dochazi
rdznymi metodami k vyvazani antibiotika z proteinové vazby. Vyslednd hodnota tak ve

vétsiné pripadl neukazuje opravdovou koncentraci aktivni frakce, kterd neni navazana na

bilkoviny krevni plazmy, ale celkovou koncentraci antibiotika (Addmek 2008).
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Pro testovani skute¢né antimikrobialni aktivity se jevi jako vyhodnéjsi testovani SBT, ktera
v nefedéném séru pacienta ukazuje vysledek spoleéného 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 Ize 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, treti 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 vyuZiti u pacientl s akutnimi infekcemi vSak hraje cas

zasadni roli.

Metoda barveni resazurinem v ¢ase 24 hodin méla Uplnou shodu 69,7 % v obou modifikacich
(s nebo bez subkultivace), respektive 98,7 % pfti pouZiti akceptovatelné odchylky jednoho
redéni. PrestoZe je vyockovani negativnich jamek na agary po 8 hodinach inkubace pracngjsi
a finanéné narocnéjsi, pouze tato modifikace s resazurinem se ukazala jako non-inferiorni od
CLSI (oboustranné p = 0,221). Pravdépodobnou pficinou, pro¢ pouZiti barveni resazurinem
po 24 hodinach inkubace nemélo dobré vysledky, byla nestalost barvy v podminkach
krevniho séra. Resazurin v redukované podobé (rGzovy resorufin pfi pozitivnim rdstu) se
méni na bezbarvy dihydroresorufin, a tak mdze rliZova barva po nékolika hodinach inkubace
blednout. Zeslabovat reakci muUZe také pouziti fetalniho bovinniho séra nebo bovinniho
sérového albuminu (Rampersad 2012). Pravdépodobné by se dalo metodicky tomuto
fenoménu vyvarovat, pokud by se resazurin pridaval doreakce az po 18-24 hodindch

inkubace a odecet by probihal nasledné po 1 hodiné spolecné reakce.

Pfi pouziti testovanych modifikaci testovani SBT mérenim turbidimetrie by bylo mozné vydat
vysledky SBT 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 pfistroje typu spektrofotometr, ktery je béinou soucasti
mikrobiologické laboratore. Méreni turbidity je mozné za predpokladu, Ze suspenze (sérum)

je bezbarvd a hodnota blanku je < 0,25 absorbance (Stern 2006). P¥i viech zédkalovych
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metoddach je klicovd homogenita, tj. potfeba, aby suspenze byla tvorena difuzni jemné

rozptylenymi ¢asticemi, a proto je dllezité michani nebo potfepavani pred mérenim.

K obecnym nevyhoddm testovani SBT patfi nezbytnost precizni laboratorni prace pfi
maximalnim dodrZovani standardizované metodologie, protozZe vysledek SBT z4visi nejen na
vnitfni aktivité antibiotika a mikroorganismu, ale také na podminkach testovani. Ziskané
vysledky se mohou odliSovat v zavislosti na velikosti inokula, ristové fazi inokula, vybéru
média, objemu bujonu, presnosti sbéru pacientskych vzork(. Nejvétsi vliv na vysledek a jeho
interpretaci ma kontakt mezi mikroorganismem, velikost inokula a proporce rychle
rostoucich bunék vinokulu (Schwalbe 2007). Pro testovani je pouzivan predpokladany
puvodce infekéniho onemocnéni, tedy kmen izolovany z relevantniho klinického vzorku
pacienta, nejcastéji hemokultury. Limitaci testovani SBT je, Ze testovat lze pouze méné
narocné mikroorganismy, které dobre rostou v Mueller-Hintonové bujénu pti 24 hodinové
inkubaci. Vzhledem k podminkam testu jsou nejcastéji testovany stafylokoky, enterobakterie

nebo enterokoky.

Pokud je SBT negativni a Ize bez pochybnosti vyloucit laboratorni chybu v preanalytické nebo
analytické fazi, antibiotika v séru pravdépodobné nedosahuiji aktivity potfebné k usmrceni
nebo inhibici plvodce. Nizkd subinhibi¢ni koncentrace aktivni formy antibiotika muze
vzniknout z pfirozenych pficin napf. z divodd odbéru séra pred podanim antibiotika nebo je
pokles koncentrace zpuUsoben jinymi dlvody: adjustované vyluovani nebo metabolizace
antibiotika, unik do velkého distribu¢niho prostoru, antagonistické pulsobeni antibiotik,

ostatnich léciv a dalSich sloZek séra — nutrice, mineral( (Asin-Prieto 2015, Yang 2017).

SBT byl historicky nejvice pouzivan pti kontrole terapie infekci vyZzadujicich dlouhodobou
antibiotickou lécbu (endokarditida, osteomyelitida) a pro tyto indikaci je povaZovan za
dostatecny SBT > 1:32 (Standiford 1986). Dale byl SBT testovan u imunokompromitovanych
pacientl s intenzivni antibiotickou terapii. Z tohoto dlivodu testoval SBT Sculier, ktery zjistil,
Ze SBT >1:8 u non-neutropenickych pacientd a SBT >1:16 u granulocytopenickych pacientt
dobre koreloval pfi |é¢bé gramnegativni bakteremie s dobrym klinickym ucdinkem u 98 %
(respektive 87 %) pacientl. V této studii byl SBT testovan druhy den terapie rlznymi
antibiotiky véetné kombinaci a testovani hodnoceno jako jednoduse proveditelné, zvlasté

pokud byl izolovan dobfe rostouci patogen (Sculier 1984).
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SBT tedy byl pouzivan v pfipadech, kdy ma pacient dobfe definovanou infekci a dobre
rostouci etiologické agens, je |éCen antibiotikem nebo antibiotiky, ale panuje nejistota
ohledné ucinku antibiotika: ucinek antibiotické terapie pacient neni dostatecny, je pomaly
nebo Zadny, neodpovida predpokladiim. V pribéhu antiinfekéni terapie nemocnych je
mozné vytipovat nékolik dalSich situaci, kdy je vhodné zamyslet se nad moznosti pouziti SBT.
V téchto situacich je treba spravné definovat cil, potfebu a poZadavek na laboratorni

testovani.

Prvni situaci je ta, kdy pacient ma infekéni onemocnéni zplsobené zndmou bakterii se
znamou citlivosti na antibiotika, ale je l1é¢en z rdznych ddvodl kombinaci antibiotik a neni
znamo vzajemné plisobeni kombinace. Laboratorni metody testovani ucinnosti kombinace
antibiotik se v praxi rutinné nepoufZivaji: interpretace vysledkl neni snadna a testovani in
vitro nem(iZze jednoduse predpovédét klinicky efekt kombinace antibiotik. V pfipadé
podavani kombinaci antibiotik mizZe SBT ozfejmit konkrétni plsobeni kombinace antibiotik
v pribéhu davkovaciho intervalu, kdy se odliSné méni koncentrace kazdého antibiotika

v zavislosti na podani, distribuci a clearance.

Laishram ve své praci predstavuje kombinovanou metodiku stanoveni sérovych koncentraci
jednotlivych antibiotik a SBT, jejimz cilem je ozfejmit interakci mezi antibiotiky podavanymi
v kombinaci. Vysledny vypocet je interpretovan jako synergie (< 0.25), aditivni efekt (0.25-4),
antagonismus (= 4). Tato metoda vyZzaduje stanoveni koncentrace volného antibiotika a SBT
v séru po deaktivaci komplementu. V praxi se zatim rutinné nevyuZiva. Po klinické ucely by
mél vyznam pro vyhodnoceni vyhody podavani kombinace antibiotik proti monoterapii

(Laishram 2017).

Robinson poufZil tuto metodu vysetieni synergie sérovou diluci u pacientd s endokarditidou
nebo osteomyelitidou, ktefi byli [é¢eni kombinaci antibiotik. Vysledky srovnaval s témi, které
byly dosazeny metodou checkerboard a time-kill assay. Zjistil, Ze metoda SBT/sérové
koncentrace predikuje aditivni efekt 2x castéji nez obé dalsi metody, ale v ureni synergie je
hors$i neZz time-kill assay. Tato studie byla laboratorni a vysledky |éCeni pacient(i nebyly

sledovany (Robinson 1985).

SBT ma svoje opodstatnéni také v pripadé terapie infekce zplsobené multirezistentnim az

panrezistentnim padvodcem. V této situaci existuje vysoka pravdépodobnost selhani
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antibiotické terapie, ale z dlivodu nedostatku Ucinnych antibiotik je pacient lé¢en vysokymi
davkami nékolika antibiotik, které maji nejvyssi pravdépodobnost ucinku (jsou popsany jako
doporucené v kontrolovanych studiich nebo jednotlivych kazuistikach). Laboratorni testovani
sérovych koncentraci antibiotik mulze pomoci z dlvodu zjisténi, zda bylo dosazeno
dostatecnych cilovych koncentraci (aminoglykosidy) a PK/PD cilli (beta-laktamy, kolistin,
vankomycin). | v pfipadé multirezistentnich kmen( by byla hodnota porovnavana k MIC
puvodce. SBT je moZné vysetfit, pokud neni testovdni sérovych koncentraci antibiotik
k dispozici nebo panuje nejistota ohledné pusobeni kombinace antibiotik. Gomez testoval
SBT pacientl sinfekcemi zplGsobenymi bakterii Klebsiella pneumoniae produkujici
karbapenemazu KPC. Tito pacienti byli |éCeni polymyxinem B v kombinaci s dalSimi
antibiotiky (s doripenemem, tigecyklinem nebo 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 poddvanym antibiotikim (Gomez 2011). Prokazal
baktericidni aktivitu séra s kombinaci antibiotik i po 12 hodinach po podani polymyxinu B.
PrestoZze ucinek polymyxinu samotného je baktericidni v koncentraci 4x MIC (Pournaras
2011), v synergii s tigecyklinem byl baktericidni v koncentraci 1-2x MIC po dobu 4-8 hodin pfi
uziti time-kill assay. Gomez také zjistil, Ze kombinace polymyxin B s rifampicinem a
doripenemem mad v séru baktericidni aktivitu, pfestoZe byl pivodce na kazdé z antibiotik

zvlast rezistentni (Gomez 2011).

Tak jako je rozdilnd sérova koncentrace a pusobeni antibiotik, pravdépodobné neexistuje
jedind spravna doporucena SBT pro vSechny klinické situace. Vétsina odbornych publikaci
o vyuziti SBT pochazi zdoby pred extenzivhim rozvojem znalosti o PK/PD principech
antibiotické terapie. V praci Gomeze, ve které byl sledovan klinicky vysledek lécby, byli dva
ze tfi pacientl Uspésné vyléceni, prestoze SBT byl v urcéitou dobu ddvkovaciho intervalu
pouze 1:4 (Gomez 2011). Podle mého nazoru by teoreticky mélo mit SBT rlzné cilové
hodnoty podle PK/PD podédvanych antibiotik. Napfiklad SBT antibiotik ze skupiny vykazujici
PK/PD index t/MIC nebo AUC/MIC by mél dosahovat dostatecnych hodnot v pribéhu celého
davkovaciho intervalu. Naopak pro antibiotika s PK/PD indexem cmayx /MIC by SBT na zacatku
davkovaciho intervalu po ukonceni podavani antibiotika mél dosahovat dostatecné vysokych
hodnot na rozdil od SBT testovanym pred podanim. Pro toto potvrzeni této domnénky je

vsak potfeba dalSich laboratornich a klinickych studii.
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8. Zavér

Vysledky navrzenych modifikaci testovani SBT s pouZitim turbidimetrie a barveni
resazurinem jsou statisticky non-inferiorni s CLSI metodou, technicky proveditelné s béznym
vybavenim laboratore a jejich vysledky jsou k dispozici po 24 hodinach inkubace, tedy o 24-

48 drive nez standardni metodikou dle CLSI.
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