MICROBIAN. ANTIBIOTICELE.

ANTAGONISMUL

BACTERIOCINELE

Mi/o care manifesta activitate inhibitoare —

Microorganismele prezente intr-un biotop
particular constituie microflora acestui habita
(m/f cutanata, intestinala, etc)

Aceasta joaca un rol important in protejarea
gazdei fata de o invazie microbiana ulterioara,
actionand prin urmétoarele mecanisme:

« competitia pentru aceiasi nutrienti;
« competitia pentru aceiasi receptori de pe
celulele gazdei;
* productia de bacteriocine; vitamine;
* producerea de acizi grasi volatili sau alti
metaboliti;
« stimularea continua a sistemului imun;
« stimularea producerii unor factori imuni de
protectie (anticorpii naturali).

, mi/o care sufera —

Antagonism nespecific:
- Antagonistul este mai activ, utilizand nutrientii,

oxigenul

- Antagonistul produce metaboliti toxici (acizi,

indol, H,S, amoniac, peroxid, etc)

Antagonism specific — antagonistul produce

substante cu actiune specifica asupra unui sau
mai multor concurenti (antibiotice, bacteriocine).
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COMUNITATILE MICROBIENE. RELATIILE o
DINTRE MICROORGANISME N COMUNITATI H

o In naturd microorganismele vietuiesc in cadrul
asociatiilor, care includ bacterii, micete, alge,
protozoare s.a. Astfel de asociatii se intalnesc in
variate habitate naturale: apa, sol, pe plante, pe
suprafata si in corpul uman si animal.

. — spatiu cu conditii de viata particulare
(conjunctiva, mucoasa intestinala, orofaringe,
vagin, tegument, etc), populat si transformat de
asociatii de fiinte vii.

° (comunitate microbiana) —
asociatii microbiene ce populeaza un biotop.

e -« intre microorganismele unui biotop
se pot stabili relatii:

I (neutralism)

1. (comensalism/satelitism,
simbioza/mutualism, sinergism)

1. (parazitism, antagonism)

— 0 specie inhiba sau omoara

alta specie prin mecanisme specifice
sau nespecifice

Efectul actiunii unui antagonist asupra
concurentului poate fi bacteriostatic sau
bactericid (uneori bacteriolitic).

Utilizarea practica a antagonismului microbian:

1. Pentru depistarea mi/o — producenti de
antibiotice (micete, actinomicete, bacterii)

2. Pentru obtinerea produselor biologice
curative de origine microbiana (probiotice,
eubiotice/sinbiotice): Lactobacterina,
Colibacterina, Bifidumbacterina, Bificol, etc

3. Crearea biocenozelor favorabile
organismului



e Probioticele sunt preparate ce contin
bacterii vii sau substante de origine
microbiana care, introduse pe cale naturala,
manifesta efecte benefice (fiziologice,
biochimice si imune) pentru organismul-

azda prin stabilizarea si optimizarea
unctiilor microflorei normale.

Prebioticele sunt preparate ce contin un
ingredient alimentar nedigerabil care
stimuleaza selectiv cresterea si activitatea
unui numar limitat de bacterii rezidente ale
microflorei normale intestinale.

Sinbioticele sunt preparate obtinute Th
urma combinarii rationale dintre probiotice si
prebiotice.

e ANTIBIOTICE (AB)- produse de origine
naturala (microbiana, animala sau
vegetald), derivati semi-sintetici sau
produse sintetice care inhiba sau omoara
selectiv unele mi/o sau/si celule tumorale,
fara a exercita ca regula efecte toxice
asupra macroorganismului.

e Clasificarea AB

Bacteriostatic (tetraciclina,
cloramfenicol...)

Bactericid (streptomicina, polimixina)
Bacteriolitic (peniciline, cefalosporine)

3. De origine microbiana (bacitracina din Bacillus
subtilis, gramicidina din Bacillus brevis,
polimixina din Bacillus polimyxa)

4. De origine vegetala — fitoncidele (alicina,
rafanind, imanina)

5. De origine animala (lizozimul — din albus de ou,
ecmolina — din oase de peste, eritrina — din masa
eritrocitara, splenocitina — din splina)

(beta-lactamice,
macrolide, aminoglicozide, fenicoli, polipeptide,
poliene, sulfamide, chinolone si fluorochinolone,
nitrofurani, etc)

METODELE DE STUDIU AL ANTAGONISMULUI
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(metoda transeei) —
antagonistul se insaméanteaza in centrul cutiei,
concurentii — perpendicular. Termostat 24h.
Aprecierea — dupa dimensiunea zonei de
inhibitie a cresterii culturii concurentului.

— | strat — antagonistul, Il
strat — concurentul. Termostat 24h. Aprecierea
— zona clara intre straturi.

(BP) a unui
numar egal de A si C. Dupa 24 h de incubatie
se reinsamanteaza 0,1 ml pe placa cu geloza.
Se compara numarul coloniilor de A si C.

- AB cu spectru restrans (ingust) de actiune
(AB anti-G+, anti-G-, anti-tuberculoase,
anti-micotice, anti-tumorale, etc)

- AB cu spectru larg de actiune (G+ si G-)

1. De origine fungica (peniciline,
cefalosporine,...)

2. Din actinomicete (aminoglicozide,
macrolide, cloramfenicol, etc)

Mecanismul de actiune al AB

Inhibition of cell wall synthesis: Inhibition of protein synthesis:
Ponicill
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Mecanismul de actiune al AB

Peplides Quinglones . . . .
Niroturans 1. AB cu actiune asupra sintezei peretelui celular
Crioplasnis o T e — (dereglarea sintezei peptidoglicanului)
Rl i - Beta-lactamice (peniciline, cefalosporine).
Ehambuil Deregleaza procesul de sinteza a PG, inhiband
i transpeptidazele (tinta - PFP)
'ﬁ:-m.wim Slyoopeptides

tecniztia - Vancomicina, teicoplanina (blocheaza transferul
pentapeptidului din MCP spre peretele celular)
Bacitracina (blocheaza reciclarea moleculelor de
transport transmembranar - bactoprenol)

Aminoglycosides .. o . .

Rilamyces  Chlramgbamecl - Fosfomicina (blocheaza piruviltransferaza,
Macroiides implicata in sinteza acidului N-acetil muramic)
Quazolidi . . oy
Sreiogramine Efectul acestor AB este bactericid/litic, doar celulele
Telracycines -

metabolic active sunt omorate. Nu afecteaza
celulele eucariote (lipsa PG).

a Cell wall biosynthesis

Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne

Synthése de la sous-unité du peptidoglycan attachée d un 'carrier’
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TnhiBition de la synthése de la paroi bactérienne  o¢ 2. AB cu actiune asupra ME si a MCP
- AB polipeptidice (polimixina, colistina). Se
o e e e et sy e fixeazé pe membrane bacteriene (in
special pe lipidul A (ME la bacterii G-),
R KRR B ek R KB K provocand dezorganizarea lor. Efect
T bactericid.
. - D_}‘D‘C“ - AB polienice (nistatina, levorina,
h o= Mﬂﬁ amfotericina B, etc). Se fixeaza pe sterolii
e MCP ale micetelor, perturband respiratia si
Kionds dezorganizand MCP (permeabilitate
Bactinciogis Mégials - M. Svuslens - 5 Candhsas Micecis st 28 Candas excesiva §| moartea Ce|u|e|)

Aceste AB actioneaza si asupra celulelor in
repaos. Relativ toxice, in special nefro.



- 30S (aminoside: streptomicina, kanamicina,
gentamicina, tobramicina, amikacina; tetracicline)

- 508 (cloramfenicol, triamfenicol; macrolide:
eritromicina, oleandomicina; lincosamide:
clindamicina, lincomicina).

Se leaga pe receptori specifici de pe subunitatile 30S
sau 508, perturband sinteza proteica (inhibitia
transpeptidazei, a translocatiei peptidelor, etc).
Rezulta inhibitia sintezei proteice sau sinteza
proteinelor nefunctionale. Efectul este
bacteriostatic (aminosidele — bactericid), doar
asupra celulelor active metabolic.
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HNA

Ribosoma

- Rifampicina — inhiba ARN-polimeraza ADN-
dependenta. Rezulta stoparea sintezei
ARNm

Novobiocina , Chinolonele (acidul nalidixic,
ciprofloxacina, ofloxacina) — blocheaza
activitatea topo-izomerazelor, intervenind in
conformatia ADN-ului. Efect bactericid.

Sulfamidele si trimetoprimul perturba
sinteza acidului folic si folatilor (cofactori
n sinteza AN). Activitate bacteriostatica.
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e Producerea AB
1. Metoda biologica
2. Metoda sintetica
3. Metoda semi-sintetica
Etapele metodei biologice:

1. Cultivarea tulpinilor-producente (ex.:
Penicillium notatum, Actinomyces griseum,
etc) in mediu lichid adecvat

Extragerea AB

Purificarea si concentrarea AB
Controlul toxicitatii
Determinarea activitatii AB

o > wN

se masoara in unitati de masa
( ) sau de actiune (UA).

— cantitatea minimal& de AB care inhiba
cresterea unei tulpini de referinta in conditii
standarde.

Penicilina— 1UA = 0,6 pg de substanta pura
Cerintele fata de AB:

- Toxicitate selectiva

- Efect terapeutic cu doze minime

- Activitate de lunga durata

- Spectru restrans de actiune

- Sa fie solubile si absorbite usor

- Sa nu provoace efecte secundare

- Sa nu se dezvolte rezistenta contra AB

- Safie ieftine

Fiecare tulpina izolatda manifesta
sensibilitate particulara. Ea poate fi
studiata n laborator pentru
determinarea profilului de sensibilitati
al acestei tulpini, ceea ce constituie o
antibiograma.

Rezultatele testelor de sensibilitate
permit medicului sa claseze tulpinile
bacteriene dupa categoriile
terapeutice (S, R, 1), uneori sunt utile
n identificarea tulpinilor.
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ATTRITION ONTH

Sensibilitatea microbilor la AB
Tn functie de rezultatele clinice, bacteriile se
divizeaza in 3 clase: sensibile la AB (S),
rezistente (R) si intermediare (I, moderat
sensibile).
— efectul terapeutic este obtinut cu
doze terapeutice uzuale
— efectul terapeutic nu poate fi
obtinut cu doze terapeutice
— succesul terapeutic este
imprevizibil. Ar fi posibil cu doze mari sau la
administarea locala a AB.

Testarea sensibilitatii bacteriilor la AB

(rondelelor). Utilizata uzual in
infectii banale.

Conditii: mediu standard, concentratie standarda de
mi/o (105/ml), rondele/discuri (comprimate) cu %
standarde de AB, conditii standarde.

Mediul este inoculat cu suspensia bacteriana. Dupa
uscare in termostat se aplica rondelele — 24h, 37 C.

Lectura — diametrul zonei de inhibitie a cresterii culturii
bacteriene este comparat cu diametrele standarde
pentru fiecare AB. Valori sub acest diametru —
tulpina este R, daca este depasit — S.



{f

Nutriont agar plate Q
Inoculate eulture
in’s mi of
agar for overlay

Overlay plate

o Metoda dilutiilor

Tntr-un sir de tuburi cu 1 ml BP se efectueaz
dilutia AB (256 UA, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2,
1, 0,5, etc). Se adauga in fiecare tub (cu
exceptia celui martor) 0,1 ml de suspensie
bacteriana 105/ml. Termostat - 24h.

Lectura — cea mai mica doza de AB care
inhiba cresterea culturii dupa 24h de
incubare (mediu clar) constituie
Concentratia Minima de Inhibitie (CMI) a
AB pentru tulpina testata.

CMI mésoara efectul bacteriostatic.

Minimum

inhibitory
concentration
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Disk Diffusion Test

—Dd ermination of MIC / /N
1000

Y,
8 b 1
Tetracycline {pg/ml)

MIC =2 pgfml

Corelatia dintre studii in vitro
si rezultate in vivo

In studii in vitro parametrii (densitatea
suspensiei bacteriene, concentratia AB, etc)
nu se modifica in timp. /n vivo, la pacienti,
concentratia AB variaza in timp si in functie
de tesut.

Pentru a stabili daca tulpina izolata este
sensibila sau rezistenta la un AB se cere
cunoasterea
(cantitatea de AB prezent in focarul infectios
n cursul tratamentului cu doze terapeutice)
a fiecarui AB testat.

Monitorizatea (supravegherea)
tratamentului cu AB. Verificarea
eficacitatii antibioterapiei.

1.

Indicatii:
Utilizarea unui AB toxic

Tn caz cand bolnavul sufera de deficiente
metabolice sau excretoare (renale,
hepatice)

Se compara concentratiile obtinute cu CMI a
antibioticului testat (sau cu CT).
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cantitatea minima de AB care omoara
99,9% din inoculum dupa 18h de incubare.

Determinarea CMB — din ultimele tuburi fara
crestere se repica 0,1 ml de mediu pe
placa cu geloza. Dupa 24h se compara
numarul celulelor ce au supravietuit cu nr
initial de bacterii (105/ml).

° ex.: 2/8,
2/16 - efect terapeutic posibil cu doze
uzuale

° , ex.: 8/2,
efect terapeutic imposibil

° , efect

terapeutic imprevizibil. Pot fi utilizate doze
maxime de AB sau administrarea lor locala

Testarea CMI / CMB este indicata in
tratamentul infectiilor grave : meningite,
septicemii, endocardite, infectii cronice sau
la persoane cu imunosupresie.

Indicatii: infectii grave care nu raspund rapid la
tratament.

Efectuarea: la dilutii duble (1/2, %...) ale lichidului
examinat (ser, LCR, urind) se adauga
suspensia bacteriana (din tulpina izolata de la
bolnav).

Lectura: dupa 24h de incubatie la 37 C se
apreciaza dilutia maxima cu efect
bacteriostatic/cid.

NEI 21:8 reflecta eficienta antibioticoterapiei



ANIMALS

HosPiTAL

Ré&sistance constitutive aux B-lactamines

absence de cible
ou d ‘affinité
pour la cible

Bacténiologie Médicale - M. Struelens lature Médecine et 2e Candidature Sciences Biomédicales

- Diminuarea permeabilitatii membranare
- Modificarea tintei moleculare
- Eliminarea excesiva a AB

- Inactivarea enzimatica a AB, care poate fi
hidrolizat (penicilinaza, cefalosporinaza)
sau modificat structural (acetilaze,
adenilaze, fosforilaze), etc.
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Rezistenta mi/o la antibiotice

Cauzele:

1. Factori genetici, proprii bacteriilor

2. Factori ce favorizeaza selectia si difuzarea
tulpinilor bacteriene rezistente

Tipurile de rezistenta:

1. prezenta la toti
membrii unei specii sau gen

- lipsa tintei — ex.: micoplasme, micete;

- imposibilitatea de a atinge tinta — ex.:
Mycobacterium (cerurile, lipidele impiedica
patrunderea AB in citoplasma);

- bacteriile nu efectueaza procesul inhibat de AB —
ex.: acidul folic este preluat din mediu — rezistenta
la sulfamide

, afecteaza unei | 29
specii sensibile. Depinde de actiunea de selectie exercitata de| ¢
AB utilizate in tratament, urmata de raspandirea ei (intre
bacterii, interuman, transmisie de origine animala).

Voies possibles de dissémination des
bactéries résistantes et des génes de
1 résistance
Envlmnne‘wenls aquatiques

saux de
surface™y,
lisier ———» edux-""T——p- culture,

usées 4N
'y nourriture | aliments

i
produits -
—p P mmmpl | ) S infections

\ animaux '

Résistances acquises aux B-lactamines

Diminution de perméabilité

EFflux

Q ? Beta-lactamases

%adi fication des PBP
Bactériologie Mém&welens - 3 Candidature Médecine ature Sciences Biomédicales
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No transport across  prug hydrolyzed Cell wall
outer membrane procursors

[ ell survival | | Cell survival |

Periplasmic Penicillin-binding

Environment I Outer  mmm)> space =) proteins (PBPs)

membrane 1 catalyzs synthesis
2 e.g. ranspeptidases
B-lactam antibiotic Binds  carborypeptidases

B-lactam antibiotic
GRAM-NEGATIVE BACTERIA

= Mutant PBPs | Cell survival

Rezistenta dobandita se poate manifesta
(bacteriile in faza de repaos, formele “L” de
bacterii) sau (genotipic)

Rezistenta genetica poate fi:

- Cromozomiala, determinata de mutatii (10%)

Mecanisme: modificarea tintei moleculare,
diminuarea permeabilitatii membranare

- Plasmidica, epidemica, realizata prin transfer de
gene prin intermediul plasmidelor R (poate fi
rezistenta multipla).

Mecanisme: inactivarea enzimatica, modificarea
tintei, substitutia sau supraproductia tintei, excretie
excesiva a AB.

ANTIBIOTIC
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x
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’ o Cell wall ;
- SRS peptidoglycan
- ’ Penlcillin-binding

proteins (PBPs)
catalyze synthesis

e.g. transpeptidases
<m carboxypeptidases
MutuntPEI?i endopsptidasss

Cell survival |+ Jactam antibiotic Cell death
slnastopm?s and nhibis peptidogiycan synthesis

’ ’~: [ Cell survival

GRAM-POSITIVE BACTERIA -

Mutation ponctuelle dans les génes
des enzymes (parC, gyrA) modifiant
I'affinité des FQ pour leur cible

Upregulation de

la pompe d’efflux ‘

Zhanel G. Can J Infect Dis 1999;10:207

Prevenirea rezistentei

1. Supravegherea epidemiologica a tulpinilor
rezistente

2. Politica stricta de prescriere a AB

3. Respectarea dozelor terapeutice corecte si a
timpului de tratament necesar

4. Asocierea AB cu mecanisme de actiune diferite

5. Prescrierea AB care nu sunt sensibile la beta-
lactamaze, utilizadnd inhibitori (acidul clavulanic,
sulbactamul, tazobactamul). Ex.: augmentina —
amoxicilina+acid clavulanic

6. Reciclarea AB

7. Producerea AB noi



ANRIORIESNECH
OVUR. PROFECIHGHN.

HumTine FOR ANTISIOTICY WHEN You
PON T NEEP THEAM (OULP PMAKE THEM AN

— substante proteice
bactericide produse de numeroase specii
bacteriene si active asupra altor tulpini ale
aceeasi specii sau asupra speciilor
inrudite. Producerea bacteriocinelor este
determinata plasmidic (plasmide Col).

Tipuri de bacteriocine: (secretate de
Escherichia coli),
(Corynebacterium), (Vibrio),

(Pseudomonas), etc.
Studiul sensibilitatii unei tulpini la
bacteriocine (bacteriocinotipia) se
utilizeaza in scopuri epidemiologice
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Efectele negative ale antibioticoterapiei

1.

L T

Efect toxic (streptomicina — surditate,
cloramfenicolul — toxica pentru maduva
osoasa, polipeptidele — nefrotoxice, etc)

Efect teratogen

Actiune sensibilizanta (penicilina, etc)
Disbacterioza

Dereglarea imunogenezei

Selectia suselor rezistente
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