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ANTIBIOTIKA

latky, které usmrcuji mikroorganismy nebo inhibuiji jejich rust a mnozeni

pusobi predevsim proti bakteriim (dale nékt. houbam, parazitickym prvokim)

* pouziti: humanni a veterinarni medicina, k 1é¢bé infekénich stavu, nékdy téz preventivné
(tzv. ATB profylaxe)

* problém — chybne pouziti (hevhodneé ATB, nevhodné davkovani, nedodrzeni lécby, atd.)

— rOZVvoj rezistence

— prodluzujici se lécba, T naklady na terapie, I Uumrtnost = celosvétovy
problém ohrozujicich verejné zdravi (WHO)




ANTIBIOTIKA

* ATB rezistence se vyskytuje prirozenég, ale zneuzivani ATB v humanni a veterinarni
mediciné urychluje proces

* rakovina se muze dnes uspésné lécit,ale 10 — I5 % pacientl umira na infekcni
komplikace zpisobené rezistentnimi bakteriemi

* rostouci pocet infekci (pr. pneumonie, tuberkuloza, salmonel6za) se stava obtiznéji
léCitelnymi, protoze ATB k jejich [écbé se stavaji méné ucinnymi..
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Peniciliny (ampicilin), Peniciliny rezistentni k penicilinase
B-laktamy (methicilin), Cefalosporiny (cefamycin), Karbapenemy Biosyntéza peptidoglykanu bunécné stény
(meropenem), Monobaktamy (aztreonam)

. . streptomycin, gentamycin, amikacin, netilmicin, isepamycin, Inhibice syntézy bilkovin, translace —
Aminoglykosidy ) ) ) : N
tobramycin, spektinomycin vazba na 30S podjednotku ribozomu
. ciprofloxacin, norfloxacin, ofloxacin, levofloxacin, pefloxacin, Inhibice syntézy nukleovych kyselin —
Chinolony . : . , -
moxifloxacin, prulifloxacin DNA replikace

. sulfamethoxazol, sulfasalazin, sulfathiazol, Inhibice syntézy nukleovych kyselin —
Sulfonamidy : . e o ,
sulfisoxazol, sulfadiazin inhibice kyseliny listove

Biosyntéza bunécné stény — blokada

Glykopeptidy  vankomycin, teikoplanin esencidlniho substritu

Inhibice syntézy bilkovin, translace —

Amfenikoly chloramfenikol vazba na 50S podjednotku ribozomu

Inhibice syntézy bilkovin, translace —

Tetracykliny tetracyklin, doxycyklin L o e —

Pyrimidiny trimetoprim, pyrimetamin Inhibice syntézy NK




* rezistence k antibiotikim kédovana specifickymi geny (ARGs, Antibiotic Resistance Genes)

* neseny na bakterialnim chromozomu nebo na malych extrachromozomalnich ¢éasticich
(pr. plazmidy,...)

* mobilni genetické elementy - oproti chromozomu mensi molekularni hmotnost,
jednodussi struktura — flexibilngjsi

* 1 plazmid muze nést az nékolik set riznych genu, a

v 1 bunce muze byt | — 1000 kopii jednoho plazmidu bakteriilni DNA olazmidy

¢i nékolik raznych plazmidu C O‘E

https://www.premedhq.com/plasmids-and-extragenomic-dna



MOZNOSTI SIRENI REZISTENCE

Bacterial transformation

* vertikalni prenos - na primé potomstvo /

kopii chromozomu/plazmidu W%W
\ P

Bacterial transduction

* horizontalni prenos - nezavisly na

pribuznosti/podobnosti - ( w%’m

Bacterial conjugation

(H-o=<0"%




HNACI SILY ATB REZISTENCE

|. antimikrobialni latky (pr. antibiotika, antivirotika)

2. tézké kovy e
0 N

3. biocidy (pr. desinfekcni Cin., povrchove aktivni latky) | aterace ¥ N=ATER
J,vazebné_ 0

* nékteré mechanismy rezistence spolecné pro biocidy/

tézkeé kovy a antibiotika — umoznéni koselekce ARGs

0.2 pm

pr.: efluxni pumpa (kovy: Cu, Co, Zn, Cd, Ni, As; ATB: tetracyklin, chloramfenikol, 3-laktamy)

snizeni permeability membrany (kovy:As, Cu, Zn, Mn, Co, Ag; ATB: ciprofloxacin, tetracyklin,
chloramfenikol, B-laktamy)
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* ,,hotspot” ARB a ARGs

vhodné prostredi pro Sireni rezistence

pritomnost antimikrobialnich latek, @ 1

(tézkych) kovu, biocidu

Domacnosti Nemocnice Prﬁmysl Vyroba Jatka Hospodarské

° dOba I(Ontaktu \ - ant|b|ot|k ZVTata
* vysoka koncentrace MO 48

Y = o > G
 mnozeni ARB/ARGs COV g/ 7 emad&lstyi

* korezistence — prF. odolnost vUCi
Rybi farmy\ / Plda

Pitna voda Reka

desinfekénim Cinidlim




METODY DETEKCE - FENOTYPOVE (KULTIVACND

DIFUZNI A DILUCNI TESTY

I. Diskova difuzni metoda (kvalitativni)
" Mueller-Hinton agar
= preockovani predem vykultivované kolonie

= npaneseni antibiotickych diski — inkubace (16-20 h)

ATB se postupné uvoliuje do agaru a inhibuje rust citlivych
bakterii

= vytvoreni inhibicnich zon — zméreni, interpretace vysledku:

rezistentni / intermediarné rezistentni / citlivy




METODY DETEKCE - FENOTYPOVE (KULTIVACND

2. Gradientova difazni metoda (E-test) (kvantitativni)
preockovani na agar — stejny postup

naneseni prouzku - logaritmicky klesajici gradient antibiotika
" inkubace — kapkovita inhibicni zona

misto, kde okraj zony protne okraj prouzku —

L] o I 4

minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

" nevyhoda: vyssi cena
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METODY DETEKCE - FENOTYPOVE (KULTIVACND

3.

Dilucni metoda (kvantitativni)
dilucni mikrometoda — v mikrodesticce
odstupnované koncentrace ATB (Fedéné geometrickou radou)
smichani s bujdonem, naockovani — inkubace (24 h)

rust bunék se projevuje zakalem
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Enterobacteriaceae Tabulka klinickych breakpointia EUCAST v. 7.1
platna od 2017-03-10
Diskova difuze (Standardizovana diskova difuzni metoda EUCAST).
Pida: Mueller-Hinton agar.
Inokulum: McFarland 0,5.
Inkubace: Normalni atmosféra, 3511 °C, 18+2h.
Hodnoceni: Primér inhibiEni zény od okrajd nevykazujicich rist se méfi v odraZeném
svétle na spodni strané misky, umist&éné na tmavém pozadi.
Kontrola kvality: Escherichia colif ATCC 25922 (CNCTC 5276, CCM 3954). Pro kontrolu
sloZky inhibitoru v discich obsahujicich kombinaci inhibitoru s beta-laktamem |ze uZit
Escherichia coli ATCC 35218 (CNCTC 5321) nebo Klebsiella pneumoniae ATCC
700803,
Peniciliny’ Breakpoint MIC Obsah Breakpoint praméru (Poznamky
(mgll) disku (upg) zony (mm) Poznamky oznaéené &islem se vztahuji k obecnym komentaiim anebo k
breakpointam MIC.
C= R> c=z R= Pismena se vztahuji k diskové difuzni metodé.
Benzylpenicilin - - - - 1/A. Enterobacteriaceae divokého typu jsou kategorizovany jako citlivé k aminopenicilindm.
Ampicilin q! a8 10 1478 148 V néktenych zemich kategorizuji divoké typy izolatd E. coli a P. mirabilis jako intermediarné
Ampicilin-sulbaktam gtz a2 10-10 148 148 rezistentni, a pouZivaji breakpoint MIC C = 0,5 mg/l a odpovidajici breakpoint pro pramér
Amoxicilin g' 8 - Poznamka® | Poznamka® [Inhibicni zany C = 50 mm.
Amoxicilin-klavulanova kys. g2 g2 20-10 198 1gB 2. Pro Gcely vySetieni citlivosti se pouziva fixni koncentrace 4 mg/l sulbaktamu.
IMc) 4. Pro Ucely vySetieni citlivosti se pouZiva fixni koncentrace 4 mg/l tazobaktamu.
Piperacilin 3 16 0 20 17 5. Breakpointy zavisi na schvaleni licence pro davky 2 g x 3.
Piperacilin-tazobaktam g? 16 30-6 20 17 8. Referentni metoda pro MIC mecilinamu je agarova diluce.
Tikarcilin g 16 75 23 23 B. Rist, ktery se na nékterych SarZich MH agaru jevi jako Gzka vnitini zéna, se ignoruje.
Tikarcilin-klavulanova kys. g 16° 75-10 23 23 |G- Citlivost se odvozuje od ampicilinu. o
Temocilin Pornamia’ | Poznamia’ Poznamika® | Poznamia’ D. Pfitestovani E. coli se ignoruji kolonie rostouci uvnitf inhibi€ni zony.
Fenoxymetylpenicilin - - - -
Oxacilin - - - -
Y | Obsah Poznamky | Navod | Zmény | Enterobacteriaceae | Pseud | S.maltophilia | Acinetobact | Staphs | Enterococcus | Strept AB.C.G | Pneumo

Viridstrep
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Enterobacteriaceae

Tabulka klinickych breakpointia EUCAST v. 7.1

platna od 2017-03-10
Diskova difuze (Standardizovana diskova difuzni metoda EUCAST).
Plda: Mueller-Hinton agar.
Inokulum: McFarland 0,5.
Inkubace: Normalni atmosféra, 3521 °C, 18+2h.
Heodnoceni: Prameér inhibiéni zény od okrajd nevykazujicich rist se méfi v odraZzeném
svétle na spodni strané misky, umisténé na tmavem pozadi.
Kontrola kvality: Escherichia coli ATCC 25822 (CNCTC 5276, CCM 3854). Pro kontralu
sloZky inhibitoru v discich obsahujicich kambinaci inhibitoru s beta-laktamem |ze uZit
Escherichia cofif ATCC 35218 (CNCTC 5321) nebo Klebsiella pneumaoniae ATCC
700603,
Peniciliny’ Breakpoint MIC Obsah Breakpoint priméru |Poznamky
(ma/l) disku (pg) zony (mm) Poznamky oznatené ¢islem se vztahuji k obecnym komentafim anebo k
breakpointim MIC.
C= R> c=z R= Pismena se vztahuji k diskove difuzni metodé.
Benzylpenicilin - - - - 1/A. Enterobacteriaceae divokého typu jsou kategorizovany jako citlivé k aminopenicilinam.
Ampicilin a' 8 10 148 148 W nékterych zemich kategorizuji divoké typy izolatd E. coli a P. mirabilis jako intermediarné
Ampicilin-sulbaktam g2 g2 10-10 14"B 148 rezistentni, a pouZivaji breakpoint MIC C = 0,5 mg/l a odpovidajici breakpoint pro pramér
Amoxicilin g’ 8 - Poznamka® | Poznamka® |inhibicni zény C = 50 mm.
Amoxicilin-klavulanova kys. g'2 g2 20-10 1g~B 198 2. Pro ucely vySetfeni citlivosti se pouZiva fixni koncentrace 4 mg/l sulbaktamu.
IMC) 4. Pro ucely vySetfeni citlivosti se pouziva fixni koncentrace 4 mg/l tazobaktamu.
Piperacilin 3 16 30 20 17 5. Breakpointy zavisi na schvaleni licence pro davky 2 g x 3.
Piperacilin-tazobaktam g 16° 306 20 17 6. Referencn[metoda Pro l'-.?IC rpecllmamu = aqarov:a.dnucpe_ o | .
Tikarcilin g 16 75 23 23 B. Rast, ktery se na nékterych SarZich MH agaru jevi jako 0zka vnitfni zéna, se ignoruje.
Tikarcilin-klavulanova kys. o2 162 75-10 23 o3 |C- Citlivost se odvozuje od ampicilinu. S
Temocilin Poznamka® | Poznamka® Poznamka® | Poznamkat D. Ffi testovani E. coli se ignoruji kolonie rostouci uvnitf inhibi€ni zény.
Fenoxymetylpenicilin - - - -
Oxacilin - - - -
‘; """" | Obsah Poznamky | Navod | Zmény | Enterobacteriaceae @ Pseud | S.maltophilia | Acinetobact | Staphs | Enterococcus | Strept AB,.CG | Pneumo | Viridstrep




METODY DETEKCE - FENOTYPOVE (KULTIVACND

* informace prinosné pro klinické mikrobiology/lékare, kteri tak mohou urcit spravné
antibiotikum ci jeho davkovani pro lécbu

* vyhody: standardizace (1950s), jednoduchost, (financni) nenarocnost, pouze
zivotaschopné bunky

* nevyhody: casové narocné, omezené na kultivovatelné bakterie

e mozné kombinace: MALDI-TOF MS, PCR




METODY DETEKCE - GENOTYPOVE (DNA)

DETEKCE ARGs

. Sekvenovani nové generace
" vyssi cena

* znalost bioinformatiky — interpretace dat

2. Polymerazova retézova reakce (PCR)
= specifické primery pro detekci jednotlivych ARGs, avsak 1 ATB — vice ARGs! (multiplex)

= gPCR - moznost kvantifikace — monitoring, porovnavani




POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

extrakce genetickeho materialu — DNA/RNA

. v , . I
komercni kity (T cena) = = =
pfimy primer
* PCR se specifickymi primery — 2vtn primer
DNA ¢ —
 elektroforéza, barveni, fotodokumentace donatursce hybridizace R,

- /)

vysledky béhem 1 dne 4 —

1. cyklus

fisum
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3. cyklus




UPCR/REAL-TIME PCR

kvantitativni PCR

neurcuje mnozstvi bunék, ale meri pocty kopii genu zajmu (x KT))

umoznuje primou detekci a kvantifikaci PCR produktu ,,v realném case*

intenzita fluorescencniho signalu permanentné snimana a analyzovana (specialni PCR cyklér)
hlavni prednosti: rychlost (odpada elektroforéza), jednoduchost provedeni, presnost, citlivost

relativni kvantifikace: srovnani dvou vzorku - ziskani informace, ve kterém vzorku a kolikrat
je vice templatu nebo porovnani kolikrat se dany gen exprimuje vice/méné nez jiny gen
(Casto vztazeno na ,,housekeeping gen®)

absolutni: mnozstvi templatu vztazeno k externimu templatu a kvantifikovano presné
mnoZstvi, nutné ze standardu sestrojit kalibracni krivku

http://imunologie.|f2.cuni.CZ/VyZKum.pnpzstr—vyuaverll-lauératore



EFLUXNI PROTEINY

Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Bordetella, Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter,
Escherichia, Flavobacterium, Chryseobacterium, Klebsiella, Laribacter, Plesiomonas, Proteus,

Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Variovorax, Veillonella, Vibrio

Pantoea, Pasteurella, Photobacterium, Plesiomonas, Proteus, Pi
Roseobacter, Salmonella, Shigella, Serratia, Treponemaa, Vibrii

Acinetobacter, Actinobacillus, Aeromonas, Aggregatibacter, Brevundimons, Citrobacter, Enterobacter,

PRIKLAD - GEND ZODPOVEDNYCH ZA REZISTENCI K
TETRACYKLINOVYM ATB

PROTEINY RIBOZOMALNI PROTEKCE (PRP)

Erwinia, Escherichia, Gallibacterium, Haemophilus, Klebsiella, |-

Aeromonas, Bordetella, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Roseobacter, Salmonella, Sei

Aeromonas, Alteromoas, Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacte
Morganella, Pasteurella, Photobacterium, Plesiomonas, Salmon
Yersinia

Aeromonas, Alcaligenes, Escherichia, Flavobacterium, Proteus,
Roseobacter, Serratia, Vibrio

Acinetobacter, Brevundimonas, Enterobacter, Escherichia, Fuso
Ochrobactrum, Pasteurella, Proteus, Providencia, Pseudomona:
Shewanella, Vibrio

Acinetobacter, Actinobacillus, Gallibacterium, Histophilus, Man
Psychrobacter, Pasteurella

Escherichia, Morganella, Proteus

Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Eubacterium, Gallibacter
Listeria, Mycobacterium, Nocardia, Peptostreptococcus, Staph)
Streptomyces

Acinetobacter, Actinobacillus, Actinomyces, Bacillus, Bifidobac

BP_Havlickova(l 1) Siteni bakterialni
rezistence k tetracyklinovym
antibiotikiim z chovu hospodarskych
zvirat do pudniho prostredi

tet(M) |Acinetobacter, Actinomyces, Abiotrophia, Aerococcus, Aeromonas, Afipia, Amycolatopsis, Anaerococcus,
Arthrobacter, Bacillus, Bacterionema, Bacteroides, Bifidobacterium, Brachybacterium, Catenibacterium,
Citrobacter, Clostridium, Corynebacterium, Edwardsiella, Eikenella, Enterobacter, Enterococcus,
Erysipelothrix, Escherichia, Eubacterium, Finegoldia, Flavobacterium, Fusobacterium, Gardnerella, Gemella,
Granulicatella, Haemophilus, Hafnia, Kingella, Klebsiella, Kurthia, Lactobacillus, Lactococcus, Lawsonia,
Listeria, Microbacterium, Mycobacterium, Mycoplasma, Neisseria, Paenibacillus, Paenibacillus, Pantoea,
Pasteurella, Peptostreptococcus, Photobacterium, Prevotelal, Proteus, Providencia, Pseudoalteromonas,
Enterobacter. Enterococeus, Escherichia, Flavobacterium, Fusobacterium, Gallibacterium, ;’:eu’(llnlnmna.\" R;\':‘Ilr(;hm:ler, 6?:10:;10, lefwf, ,S(’Ilt.'ll.DIHOI;lle./ /Sw.’;‘;"”i .,S,:u'u'anella. Shigella, Sporosarcina,
Geobacillus, Kurthia, Lactobacillus, Listeria, Mannheimia, Morganella, Mycobacterium, Nocardia, apyiococcas, Sreprococcus, Sireplomyces, Ureapilasia, keitlonelta, viorio
Oceanabacillys, Orh"”m':‘m'm' P""P"{M””M’ .Pm'r”"w‘f‘r”' Pediacaccus, Peptastreptacoccus, tet(0) | Actinobacillus, Aerococcus, Anaerovibrio, Bifidobacterium, Butyrivibrio, Campylobacter, Citrobacter,
Psendomonas, _R(r_hneﬁa, .S(r_!n.umreﬁa, “’pfj”fmn_ms' Stapleylococcus, Sirepioceccws, Sirplomyces Clostridium, Eubacterium, Enterococcus, Fusobacterium, Gemella, Granulicatella, Lactobacillus,
Vagococeus, Variovorar, Veillonells, Virgibacillus Megasphaera, Mobiluncus, Neisseria, Pasteurella, Peptostreptococcus,
wet(V) | Mycobacterium Psychrobacter Staphylococcus, Streptococcus
tet(S) Citrobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus, Lactococcus, Listeria, Staphylococcus,
tet(Y) | Aeromonas, Escherichia, Photobacterium Veillonella
tet(Z) Corynebacterium, Lactobacillus, tet(W) | Acidaminococcus, Actinomyces, Arcanobacterium, Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium,
— Butyrivibrio, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Fusobacterium, Klebsiella, Lactobacillus,
tetA(F) | Clostridisim Megasphaer, Mitsuokell, Neisseria, Porphyromonas, Prevotella, Selenomonas, Staphylecoccus,
or Streptomyces Streptococcus, Streptomyces, Subdolgranulum, Veillonella
orr(C) | Streptomyces tet(Q) .-inaemwffrm, Bacteroides, C ﬂpnf)r_wophagcr, Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium, Gardnerella,
Lactobacillus, Mitsuokella, Mobiluncus, Neisseria, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Prevotella,
otr(B) | Mycobacterium, Streptomyces Selenomonas, Streptococcus, Subdolgranulum, Ruminococcus, Veillonella
tet(30) | Agrobacterium tet(T) | Enterococcus, Streptococcus
tet(31) | Aeromonas, Gallibacterium tetB(P) | Clostridium
tet(33) | Arthrobacter, Corynebacterium otr(A) | Bacillus, Myvcobacterium, Streptomyces
tet{35) | Stenotrophomonas, Vibrio tet Strepromyces
tet(38) | Staphylococcus tet(32) | Eubacterium, Streptococcus
tet(39) | Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Brevundimonas, Cellulosimicrobium, Enterobacter, tet(36) | Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus
Lysinibacillus, Providencia, Stenotrophomonas
tet(d4) | Campylobacter, Clostridinm
tet(4)) | Clostridium .
ENZYMATICKA INAKTIVACE ATB
tet(41) | Serratia
tet(X) | Bacteroides, Spingobacterium
tet(42) | Bacillus, Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Staphyloceccus
tet(34) | Aeromonas, Pseudomonas, Serratia, Vibrio




SOUCASNNY STAV NA COV

« COV nebyly navrhovany na odstrafiovani ARB/ARGs
* ARB se mohou diky vy3si odolnosti zakoncentrovavat ve vystupech z COV

* nestaci odstranit ARB, potreba eliminace ARGs-volné DNA
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Figure 1 - Copies of ref(Q) and ret(G) normalized to volume of original sample. (A) ter(Q)
copies across three seasons (spring. summer. fall): (B) fef(Q) copies in two treatment plants (both
sampled in March) (C) ref(G) copies across three seasons (spring. summer. fall): (D) tet(G)
copies in two treatment plants (both sampled in March). Experimental results were derived from
two independent experiments with duplicate samples in each experiment giving a total of four
replicates.




Appl Microbiol Biotechnol (2009) 84:791-796
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ENVIRONMENTAL BIOTECHNOLOGY

The role of anaerobic digestion in controlling the release
of tetracycline resistance genes and class 1 integrons

from municipal wastewater treatment plants i DU i MO i
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° Si

* komplexni problematika

* potieba optimalizace/standardizace metod detekce pro vzorky z ZP

* problémy se suchem i v CR — recyklace vod v budoucnu

* navrzeni procesu na CQOV pro eliminaci ARGs

* multioborovy pristup, spoluprace univerzit, ministerstev, prumyslu, atd.

* VSCHT oteviena spolupraci

VSCHT PRAHA

O

ORF

O

GA CR: Transfer of antibiotic resistance genes in mixed cultures: when pathogens, indicator and environmental
organisms meet at different conditions

TA CR: Vyvoj technologie pro eliminaci vnosu mikropolutant(i a gen(i rezistence na antibiotika do Zivotniho
prostredi a lidského organismu

Horizon2020: Research platform on antibiotic resistance spread through wastewater treatment plants

reni antibiotické rezistence v zivotnim prostredi — celosvétovy probléem (WHO)

=

USTAV TECHNOLOGIE
VODY A PROSTREDI
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