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Uvod

Legionella pneumophila je fakultativné intracelularni, aerobni, gramnegativni tycka a
je puvodcem legionarské nemoci. Naro¢né kultivacni podminky znesnadriuji vySetfeni
citlivosti a korelace mezi vysledky ziskanymi in vitro a klinickymi vysledky je nejista.

Antibioticka rezistence

Ziskana antimikrobni rezistence je u L. pneumophila vzacna [1-6]. Byl vSak
popsan Klinicky izolat rezistentni vici ciprofloxacinu v dusledku jediné bodové
mutace v genu gyrA [7] a rezistence na fluorochinolony byla popsana u pacient(
béhem terapie [8]. Bylo prokazano, ze za zvySenou MIC azitromycinu (0,125-2 mg/l)
je zodpovédna efluxni pumpa (LpeAB) [1]. Efluxni pumpa se nachazi u klinickych
izolattl L. pneumophila se specifickymi typy sekvenci [1,4,9]. Zadny klinicky vyznam
snizené citlivosti na azithromycin nebyl prokazan. Tato zjisténi také naznacuiji, Ze
erytromycin je Spatnym prediktorem snizené citlivosti na makrolidy zpisobené touto
efluxni pumpou. Ziskana antibioticka rezistence se u L. pneumophila vyskytuje velmi
vzacné [1-4]. Nicméné byl oznamen vyskyt klinického izolatu rezistentniho k
ciprofloxacinu v dusledku jednobodové mutace v genu gyrA [5] a byly izolovany dalsi
kmeny rezistentni k fluorochinolontim, nékteré z nich v prabéhu Iécby [6].

Lécba

Za ucinna antibiotika pro Ié¢bu legioneldzy jsou pokladany makrolidy,
fluorochinolony a rifampicin, z nichZ v8echny dosahuji dostate¢né intracelularni
koncentrace [10-12]. U imunokompromitovanych pacientl vSak |é€ba mlze probihat
pomalu nebo nedostatecné, prestoze izolat se in vitro jevi jako citlivy [13]. Antibiotika
se Spatnou intracelularni penetraci (napf. beta-laktamy a aminoglykosidy) nejsou
terapeuticky u€inna navzdory dobré aktivité in vitro.

Vysetreni antibiotické citlivosti

V soucasné dobé neni k dispozici Zadny zlaty standard pro vySetfeni antibiotickée
citlivosti L. pneumophila. Vysledky MIC vySetfenych riznymi metodami, a zejména
na riznych plidach, jsou odli§né [14]. Z dlouhodobé diskuse, vénované pidam s
obsahem aktivniho uhli vyplynulo, Ze pfidani aktivniho uhli zvySuje hodnoty MIC
vétSiny relevantnich antibiotik [6, 15]. Nové pevné plady bez aktivniho uhli [16] nebo
mikrometoda v kapalné pudé [1,2] poskytuji adekvatni rust legionel a shodné
vysledky vySetieni citlivosti [16]. Mezinarodni skupina zastoupena spoluautory z
rliznych mezinarodnich referencnich laboratofi a klinikd z riznych zemi zabyvajicich
se diagnostikou a léCbou legioneldzy vydala doporuc€eni pro standardizaci metod
testovani antimikrobni citlivosti v€etné referencnich kmenu a pokynl pro usnadnéni a
ZlepSeni detekce antimikrobni rezistence [14].

Korelace mezi MIC a klinickym vysledkem je sice nejista, antibioticka citlivost by
se vSak méla vySetfit pro zjisténi mechanismu rezistence, jejichz pfitomnost indikuje



EUROPEAN COMMITTEE
ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
MIC vys8i, nez jsou epidemiologické pfedély (ECOFFs- epidemiological cut off)
vySetfovanych antibiotik. V souCasné dobé nejsou dostateCné udaje ke stanoveni
pfislusnych ECOFFs, ale v tabulkach 1 a 2 jsou uvedeny publikované distribuce MIC
u izolatl divokého typu, ziskané dvéma metodami uvedenymi v tomto dokumentu.
Prvni metoda vyuziva gradientni testy na pufrovaném agaru s kvasni¢nym extraktem
doplnéném a- ketoglutaratem (BCYE-a) a je pro rutinni laboratofe snadno
gradientni test je bujénova mikrodiluéni metoda bez aktivniho uhli [1,2], ktera
poskytuje nezkreslené vysledky MIC.

1. Gradientni test

—

. VySetfovany kmen se subkultivuje na pidé BCYE-a a inkubuje po dobu 48 hodin
pfi 35-37°C ve vlhké atmosféfe (relativni vihkost 50-70 %).

2. Kolonie se suspenduiji ve sterilni vodé do koncentrace odpovidajici 0,5
McFarlandova standardu.

3. Plotny s BCYE-a se naoc¢kuji rovhomérnym rozetfenim inokula po celém povrchu
a na kazdou plotnu o priiméru 9 cm se klade jeden gradientni prouzek.

4. Inkubace probiha 48 hodin pfi 35°C ve vihké atmosféfe. Pokud po 48 hodinach
neni rlst dostatecny, Ize plotny inkubovat dalSich 24 hodin.

5. MIC se odedita v praseciku elipsy s gradientnim prouzkem.

6. MIC pro izolat se porovna s distribuci MIC v tabulce. Pravdépodobna citlivost
izolatu maze byt hlaSena na zakladé toho, zda je MIC nizSi nebo rovna predbézné
nejvyssi MIC pro populaci divokého typu.

7. lzolaty s MIC nad nejvysSi MIC v tabulce pro divoké typy by mély byt zaslany do
referen¢ni laboratore k potvrzeni.

EUCAST nestanovil pro kontrolu kvality pfipustné rozmezi a cilové (target) MIC.
Nicméné, MIC antibiotik vySetfené u L. pneumophila ATCC 12821 a ATCC 33152 a
CIP 107629T by mély byt v oblasti MIC divokého typu [1,6] a mély by byt pouzity k
ovéfeni, zda jsou podminky ristu dostate¢né. Ke kontrole kvality gradientnich
prouzkl s antibiotiky je zapotfebi postupovat podle pokynl vyrobce s pfisluSnymi
kmeny nenaroCnych bakterii pro kontrolu kvality.
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Tabulka 1. Distribuce MIC u L. pneumophila (gradientni metoda vysetreni MIC)
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Poznamka 1: Reference 15 zahrnuje pouze séroskupinu 1, reference 19 zahrnuje séroskupiny
1, 6, 8 a 10, reference 19 zahrnuje séroskupiny 1, 3, 4 5, 6 a 10. MIC u séroskupiny 1muze byt
vy$Si nez MIC u ostatnich séroskupin [4,5].

Poznamka 2: Sedé& zvyraznéné hodnoty = orientaéni nejvy$si MIC pro populaci divokého
typu

2. Bujénova mikrodiluéni metoda

1.

VySetfovany kmen se subkultivuje na pidé BCYE-a a inkubuje po dobu 48 hodin
pfi 35-37°C ve vihké atmosféfe (relativni vihkost 50-70 %).

. Kolonie se suspenduiji ve sterilni vodé do koncentrace odpovidajici 0,5

McFarlandova standardu.

. Do jamek s obsahem 40 pl roztoku antibiotika se naoCkujte 160 ul bakterialni

suspenze k dosaZeni kone¢né bakterialni koncentrace 4.10° az 5.10%/ml

4. Inkubuje se 48 hodin pfi 35 °C ve vihké atmosféfe.

. Pfi odecitani MIC se postupuje podle doporu¢eni EUCAST (EUCAST Reading

guide, v 3.0, leden 2021, Cesky pfeklad Bujonova mikrodiluce, navod k odecitani
EUCAST dostupné na http://www.szu.cz/vysetreni-mic).

. MIC pro izolat se porovna s distribuci MIC v tabulce. Pravdépodobna citlivost izolatu

muze byt hlaSena na zakladé toho, zda je MIC niz8i nebo rovna pfedbé&zné nejvyssi
MIC pro populaci divokého typu.
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7. l1zolaty s MIC nad nejvyssi MIC v tabulce pro divoké typy by mély byt zaslany do

EUCAST nestanovil pro kontrolu kvality pfipustné rozmezi a cilové (target) MIC.
Nicméné, MIC antibiotik vySetfené u L. pneumophila ATCC 12821 a ATCC 33152 by

mély byt v oblasti MIC divokého typu [1,6] a mély by byt pouzity k ovéfreni, zda jsou

podminky rastu dostateCné. MIC pro Escherichia coli ATCC 25922 a Staphylococcus

aureus ATCC 29313 v kapalné pudé by mély byt podobné jako v Mueller-Hintonové

bujénu.

Tabulka 1. Distribuce MIC u L. pneumophila (mikrodiluéni bujénova metoda)
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Poznamka 1: Lp: Legionella pneumophila; Lp1: Legionella pneumophila séroskupina 1.

Poznamka 2: * rezistentni mutanty selektované in vitro [1,17]
Poznamka 3: Dvé dalSi reference [18, 19] uvadéji distribu&ni rozmezi, nikoli v§ak MIC pro kazdé

antibotikum

Poznamka 4: Sedé zvyraznéné hodnoty = orientaéni nejvy$si MIC pro populaci divokého typu




EUROPEAN COMMITTEE
ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

References

1. Vandewalle-Capo M, et al. Minimum inhibitory concentration (MIC) distribution among wild-type
strains of Legionella pneumophila identifies a subpopulation with reduced susceptibility to
macrolides owing to efflux pump genes. Int J Antimicrob Agents 2017; 50(5): 684-9.

2. Wilson RE, et al. Antibiotic susceptibility of Legionella pneumophila strains isolated in England and
Wales 2007-17. J Antimicrob Chemother 2018; 73(10): 2757-61.

3. Koshkolda T, Lick C. Antibiotic susceptibility of clinical Legionella pneumophila serogroup 1
strains isolated in Germany J Antimicrob Chemother, 2018; 73(1): 541-2.

4. Natas OB, et al. Susceptibility of Legionella pneumophila to antimicrobial agents and the presence
of the efflux pump LpeAB. J Antimicrob Chemother 2019; 74(6): 1545-50.

5. De Giglio 0, et al. Antibiotic susceptibility of Legionella pneumophila strains isolated from hospital
water systems in Southern Italy. Environ Res 2015; 142: 586-90.

6. Bruin JP, et al. Wild-type MIC distribution and epidemiological cut-off values in clinical Legionella
pneumophila serogroup 1 isolates. Diagn Microbiol Infect Dis 2012; 71(1): 103-8.

7. Bruin, J.P. et al. Isolation of ciprofloxacin-resistant Legionella pneumophila in a patient with severe
pneumonia. J Antimicrob Chemother 2014; 69(10): 2869-71.

8. Shadoud, L., et al. Hidden Selection of Bacterial Resistance to Fluoroquinolones In Vivo: The Case
of Legionella pneumophila and Humans. EBioMedicine, 2015; 2(9): 1179-85.

9. Mallegol J, et al. Antimicrobial activity of solithromycin against clinical isolates of Legionella
pneumophila serogroup 1. Antimicrob Agents Chemother 2014; 58(2): 909-15.

10.Sabria M, et al. Fluoroquinolones vs macrolides in the treatment of Legionnaires’ disease. Chest,
2005;128(3): 1401-5.

11.Diederen BM. Legionella spp. and Legionnaires' disease. J Infect; 2008; 56(1): 1-12.

12.Phin, N., et al. Epidemiology and clinical management of Legionnaires' disease. Lancet Infect Dis,
2014. 14(10): p. 1011-21.

13.Pouderoux C, et al. Slowly or Nonresolving Legionnaires’ Disease: Case Series and Literature
Review. Clin Infect Dis 2020; 70(9): 1933—40.

14.Portal E., et al. Legionella antibiotic susceptibility testing: is it time for international standardisation
and evidence-based guidance? J Antimicrob Chemother, 2021;76(5):1113-6.

15.Garcia MT, et al. In vitro activities of gemifloxacin versus five quinolones and two macrolides
against 271 Spanish isolates of Legionella pneumophila: influence of charcoal on susceptibility
test results. Antimicrob Agents Chemother 2000; 44(8): 2176-8.

16.Portal E, et al. Legionella antimicrobial sensitivity testing: comparison of microbroth dilution with
BCYE and LASARUS solid media. J Antimicrob Chemother 2021; 76(5):1197-204.

17.Descours G, et al. Ribosomal Mutations Conferring Macrolide Resistance in Legionella
pneumophila. Antimicrob Agents Chemother 2017; 61(3): e02188-16.

18.Gomez-Lus R., et al. Comparative in vitro bacteriostatic and bactericidal activity of trovafloxacin,
levofloxacin and moxifloxacin against clinical and environmental isolates of Legionella spp. Int J
Antimicrob Agents, 2001; 18(1): 49-54.

19.Higa F, et al. In vitro activity of pazufloxacin, tosufloxacin and other quinolones against
Legionella species. J Antimicrob Chemother 2005; 56(6): 1053-7.



