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Antimikrobialni latky

© Latky pusobici celkové: I

~ antiparazitarni |atky profti parazitdm

AntiMicrobial




Antibiotika vs. chemoterapeutika,
Rozdilné Ucinky na mikroorganismy

antibiotikum = latka prirozeného, biosyntetického nebo polosyntetického puvodu, kterd jiz
ve velmi nizkych koncentracich (fddoveé ug/ml) muze inhibovat nebo usmrtit (citlivé)
mikroorganismy
pUsobi prostrednictvim specifickych inhibi¢nich U&inkU na fyziologické déje bunék
mikroorganismu

chemoterapeutikum = synteticky pripravené latky, které ve velmi nizkych koncentracich
(faddove ug/ml) mohou inhibovat nebo usmrtit (citlivé) mikroorganismy

bakteriostatické = blokuji reversibilné funkci makromolekul (proteiny, nukleové kyseliny),
aniz je nic¢i; zastavuiji fyziologické funkce — zastavuji rust mikroorganismu

bakteriocidni = ireversibilné poskozuji buné&né komponenty — usmrceni buriky
mikroorganismu



antibiotika jsou produkovdana jako sekundarni metabolity mikroorganismu, které slouzi k
potlaceni rustu konkurenénich mikroorganismu v prirozeném prostredi

prirozeni producenti anfibiotik: Penicillium, Aspergillus, Streptomyces, Acremonium,
Cephalosporium, Scopulariopsis...

prvni antibiotikum — penicilin, produkovany plisni Penicillium (Alexander Fleming, 1928),
druhé streptomycin produkovany aktinomycetou rodu Streptomyces

antibiotika:
prirozend a modifikovand
Uzko a Sirokospekird
lokdaing, ordiné nebo injekéné poddavand
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vedlejsi uCinky: toxicita, sekundarni
infekce jaoko dusledek poskozeni viastni
mikroflory




Fleming a penicilin




Mechanismy ucinku antibiotik !

MECHANISMS OF ANTIBIOTIC ACTION

gy Inhibition of cell ) )
Inhibition of wall synthesis Disruption of cell

Inhibition of nucleic acid synthesis membrane function Block pathways and
protein synthesis - inhibit metabolism
ne
Ribosome Folic acid
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inhibice syntézy bunécné stény - (beta-laktamy, glykopeptidy) — peniciliny,
cefalosporiny, vankomycin, teikoplanin, bacitracin, cykloserin, fosfomycin

inhibice syntézy cytoplazmatické membrdany - polypeptidy (colistin, polymyxin),
antimykotika polyenového charakteru (amfotericin B a nystatin)

inhibice proteosyntézy - baktericidni: aminoglykosidy (30S), bakteriostatické:
makrolidy (50S), tetracykliny (30S), linkosamidy (50S), amfenikoly (50S)

inhibice syntézy nukleovych kyselin - interference s DNA bakterii (chinolony -
gyrazy, nitroimidazoly) a s RNA (ansamiciny, rifampicin - mRNA)

antagonismus a kompetitivni inhibice, antimetabolity - bakteriostatické —
sulfonamidy, frimetoprim, dapson, izoniazid




Rezistence
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Mechanismy bakteridlni resistence
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cytoplazmaticka membrana
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Obr. 3 Mechanismy baktenaini rezistence k makrolidum. Situace A, B, C pfedstavuji expresi gent umisténych v plazmidové DNA do zmén

ve strukture bilkovin, jeZ jsou podkladem pro vznik rezistence.
A - modifikace cilového mista ucinku; disledkem modifikace je sniZeni nebo tpind inaktivace vazby makrolidu na jejich cilové misto na nbozomu;

B - aktivni eflux; C — enzymaticka degradace makrolidi; ATB - antibiotikum



dulezitymi kritérii pro zhodnoceni U¢inku ATB jsou jeho koncentrace, doba kontaktu a je-li
pro bakterii letdini (baktericidni) nebo jen doc¢asné inhibuje rust (bakteriostatické)

pro medicinu je dUlezité urcit citlivost mikroorganismu k ATB — napomdhd to identifikaci
souhrn testU citlivosti bakterie na ATB se nazyvd antibiogram

pro kultivacni testy citlivosti k ATB se vyuziva specidini Mueller-Hinton agar
Ma nizsi obsah ztuzovadla pro lepsi difuzi antibiotika agarem

urceni MIC — minimalni inhibiéni koncentrace ATB - je to ziredovaci metoda, provadi se
bud ve zkumavce nebo na mikrotitracni desticce

N a'dd

MIC = nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky, pri které jesté nepozorujeme rust bakterie



Stanoveni citlivosti a rezistence
na ATB - kvantitativhe

Kvantitativni diluéni E-test

-~ papirek napustény klesajici koncentraci ATB se polozi na
misku s kultfurou

~ sleduje se projasnéni ndrustu a hodnota MIC




Stanoveni citlivosti
a rezistence na ATB -
kvantitativhe

Mikrodiluéni test

mikrotitracni desticka s jamkami, kde postupné
klesd koncentrace ATB

urcuje MIC (nejnizsSi koncentrace co inhibuje
mikroorganismus)

¥ Doxycycline
(Growth in all wells, resistant)

S 2 %= Sulfamethoxazole
3 (Trailing end point; usually read where there
is an estimated 80% reduction in growth)

\ Streptomycin
' (No growth in any well; sensitive at all
prag concen trations)

) Ethambutol
(Growth in second wells;
ethanmbutol and kanamycin
equally sensitive)
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1. kapkova metoda — ATB se kape na povrch tekutého média s kulturou

2. diskovda metoda - na agarové plotny s naockovanou kulturou se kladou
disky nasycené antibiotiky. M&fi se pruméry inhibiénich zén, které se interpretuiji
podle tabulek hranicnich hodnot rezistence




3. kominkovd metoda — do agaru se vitlaci kominky,
do nich se pipetuji roztoky ATB

4. jamkovd metoda — do jamek v agaru se pipetuji
roztoky ATB




Stanoveni citlivosti a rezistence na ATB

Test synergismu - testovdni na produkci Sirokospekirych betalaktamaz
(enzymy inhibuijici betalaktamové ATB)

vyuziva se difuze klavulanové kyseliny od disku obsahujicino ko-amoxicilin




Stanoveni citlivosti k ATB difuznim

BEFORE GROWTH AFTERGROWTH

No bacterial growth

Antibictic disks Agarmedia, spread (Zone of inhibition)
‘ on Petri dish

Bacterial growth



Postup — diskovd metoda

na agar rozetrit namocenou (v destilované vodé) vatovou tycinkou kulturu — pokud je
kultura odebirdna z PM/Sikmého agaru

v prfipadé kultury naockované v tekutém mediu (viz obr. vpravo dole) se vatova
tyCinka jiz ve sterilni destilované vode nenamdaci, ponori se pfimo do bujonu s kulturou

rozetrit peclivé vsemi sméry, od kraje ke kraiji
sterilni jehlou/pinzetou rozlozit disky s ATB (staci 4 disky na plochu PM)

kultivovat 24 — 36 h, 37°C
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sledujeme velikost inhibicnich zén vytvorenych kolem diskU
do 11 mm — necitlivy mikroorganismus

11 =17 mm - citlivy

nad 17 mm - velmi citlivy

o0 ndzornd ukdzka — Jak postupovat pri diskové metodée

o https://www.youtube.com/watch?v=siKuXVPImG8&featur
e=youtu.be

o https://youtu.be/Np87w5kCL-4
o https://www.youtube.com/watch?v=BXr_kcki4Ag




do jamek na agaru s kulturou se napipetuje roztok antibiotika o zndmé
koncentraci (250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81 ug/mil)

po kultivaci se okolo jamky vytvori inhibiéni zéna
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z hodnot prumeéru zén rezistence kolem jamek se standardnimi roztoky se sestroji
kalibraéni pfimka sledujici zavislost pruméru zony v mm na logaritmu koncentrace

z kalibracni pfimky se stanovi nezndmd koncentrace vzorkU antibiotika
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31,25 pg/ml *“" 250 pg/ml

15,625 pg/ml 62,5 pg/ml 125 pg/ml

’ 7,8125 pg/ml



na misku s Mueller-Hinton agarem naockovat kulturu Staphylococcus aureus, nechat
ztuhnout

pripravit standardni fedici fadu ATB (250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81 ug/mil)
popsat misky — vzdy 1 miska = 1 koncentrace
+ 1 miska vzorek o nezndmé koncentraci

do misky vyvrtat 4 jamky steriinim korkovrtem
(etanol a ozehnuti)

agar odklddat do Petrino misky — infekcni!

do kazdé jamky napipetovat 40 pyl dané
koncentrace roztoku ATB

opatrné zachdzet, nevylit roztoky
kultivovat 24h, 37°C




Prislusny protokol je viozen v IS, do n€j si vyplnite Uvodni Cast pomoci prezentace a take

pomoci skript, kterd jiz v IS mate (prednostné vychdazejte z prezentaci)
Na ndsledujicich snimcich budete mit vysledky jednotlivych stanoveni

Diskovd metoda

zmétit inhibicni zény — méfi se prOmér véetné disku (pfi méreni si nastavte cca 60% zobrazeni — kontrolou je
zméreni velikosti ATB disku — ten md prdmér 6 mm)

do 11 mm — necitlivy mikroorganismus
11 =17 mm - citlivy ..
nad 17 mm — velmi citlivy ’m”.””'-“;.}:i'lll”'l“”l“

Jamkovda metoda O ———c
z hodnot 4 zén [mm] vypocitat promér
sestrojit kalibracni kiivku — promér zony v mm/log koncentrace (osa x vyjadfuje logaritmus koncentrace ATB)
urcCit koncentraci nezndmého vzorku (nezapomente tedy odlogaritmovat, vysledek je nutné uvést jako
koncentraci)

V zdvéru tyto Ukoly souhrnné zhodnotte podle pokynu v protokolu




Bakteridini kmen:

zkratka ATB (oznaceni na disku) Interpretace

Vankomycin 30 VA 30
Chrolamfenikol 30 ug C 30
etracyklin 30 ug TE 30
Ko-trimoxazol 25 ug COT 25/COT
Penicilin 10 m.]. PEN 10

* tabulky k vyplnéni vysledku pro jednotlivé MO jsou soucasti protokolu



Diskova metoda

Bacillus cereus Serratia marcescens



Escherichia coli Staphylococcus aureus



Koncentrace
antibiotika
oxacilinu [ug/ml]*

* tabulka k vyplnéni na

os

ndsledujicim snimku je
soucCasti protokolu




hodnoty prdmérd zén

PrOmér z hodnot [mm

29,90 30,10 29,90 30,10
28,70 28,80 30,00 28,70
24,10 24,20 24,30 24,20
19,90 20,10 20,00 20,00
16,70 16,70 16,80 16,80

13,80 13,80

Nezndmy vzorek 23,10 23,00 23,00 22,90

* tabulka v protokolu



