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o oH Stanoveni citlivosti k antibiotikiim
Stanoveni koncentrace antibiotik

Cile cviceni:

1. Stanovit citlivost mikroorganismi k antibiotikiim.
2. Porovnat citlivost rznych bakterii k riznym antibiotiktim.
3. Stanovit minimdlni inhibi¢ni koncentraci diluénim testem

Teoreticka ¢ast:

Antibiotika jsou v prostfedi pfirozené a Siroce produkovéna jakozto sekunddrni
metabolity riznymi mikroorganismy, aby potlacila rist konkuren¢nich druhti a ziskavala tak
pro produkéni druh vyhodu pii soutéZi o substrat. V pfirozeném prostiedi patii mezi nejvetsi
producenty antibiotik houby. Extracelularni produkci sekundarnich metabolitl ovliviiuji
ostatni mikroorganismy ve svém bezprostfednim okoli. Mezi nejproduktivnéjs$i rody patii
Penicillium, Aspergillus, Acremonium, Cephalosporium, Paecilomyces, Scopulariopsis.
Vzhledem ke schopnosti plisobit na rist mikrobt, tedy 1 moznych patogend, je mald cast
téchto produktd vyuzivana jako chemoterapeutické latky.

Pouziti antimikrobialni latky patii spolu s desinfek¢nimi prosttedky mezi chemické
metody kontroly mikrobidlniho ristu. Antimikrobidlni latky, které se uzivaji k 1é¢bé nemoci a
aplikuji se vnitin€ se nazyvaji chemoterapeuticka c¢inidla. Vzijemné se 1iSi chemickou
strukturou, spektrem ucinnosti a mechanismem ucinku. (Prvnim nalezenym antibiotikem

(Fleming 1928) byl penicilin produkovany plisni Penicillium chrysogenum, nasledoval streptomycin
produkovany aktinomycetou rodu Streptomyces. Aktinomycety zlstavaji dilezitym zdrojem antibiotik.)

Na gramnegativni bakterie pusobi antibiotika tak, ze inhibuji jejich proteosyntézu a
syntézu DNA a RNA; u grampozitivnich bakterii plisobi na syntézu bunécné stény, kyseliny
listové. Dilezitymi kritérii pro zhodnoceni uUc¢inku antimikrobidlniho cinidla je jeho
koncentrace, doba kontaktu a je-li pro bakterii letdlni (baktericidni) nebo zptisobuji-li
piechodnou inhibici ristu (bakteriostatické). Z hlediska aplikace v humanni nebo veterinarni
medicing je dulezité urcit citlivost mikroorganismu k aplikované latce.

U vSech mikrobiologickych metod je nutno zachovavat stejnou dobu a teplotu
kultivace pro dany mikroorganismus a testovanou latku. Antimikrobidlni ¢inidla museji byt
pouzita s ohledem na bakteridlni druh, na pH, rozpustnost, toxicitu, pfitomnost organického
materialu a cenu.

Podle zptisobu nandseni testované latky rozliSujeme difizni metody stanoveni citlivosti
k antibiotikiim:

a/ kapkova - kdy se latka kape na povrch tuhého média (je neptfesnd, vyuziva se spise pro
kvalitativni stanoveni — zda je bakterie viibec citliva)

b/ - testovanou latkou jsou v tomto piipadé nasyceny disky filtracniho papiru,
kter¢ se kladou na agarové plotny (rozsdhlé vyuziti pfi rutinnim testovani citlivosti
patogennich mikroorganismu na antibiotika, komeréné vyrabéné disky)

¢/ kominkova - do agarové vrstvy se vtlatuji kominky ze skla, porcelanu nebo
nerezavé¢jici oceli (ne az na dno a vSechny stejné hluboko) a do nich se pipetuji roztoky
testovanych latek a konecn¢

d/ jamkova - u které se testované latky pipetuji do jamek vyhloubenych korkovrtem
piimo do agarové vrstvy.



Metoda stanoveni koncentrace antibiotika se nazyva difuzni jamkova metoda. Z hodnot
pramérit zon standardnich roztoka se sestroji kalibracni pfimka (zdvislost priméru zéony v mm
na logaritmu koncentrace) pro oxacilin. Z kalibra¢ni pfimky se stanovi neznama koncentrace
pipetovanych vzorki antibiotika.

Metoda urceni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika se nazyva
a provadi se bud’ ve zkumavce nebo na mikrotitrani desticce. Latka se obvykle
fedi faktorem 2. Pomoci této kvantitativni metody lze stanovit tzv. minimalni inhibi&ni
koncentraci (MIC) 1781
nepozorujeme bakterialni rast.

Protoze citlivost difiznich metod je zavisla predev§im na difuzi testované latky v agarové
vrstve, je nutno pii jeji pripravé dodrzet nékteré podminky: konstantni hustotu a vlhkost
agaru, stejnou tloust’ku agaru (vSeobecné¢ se doporucuje 5 mm, ale vyhodné je stanoveni na
tenkych vrstvach - 3 mm) a ptipravu na absolutné rovném povrchu. Pii ptipravé vzorku je
rovnéz nutno presné dodrzovat stanovené podminky tykajici se hlavné extrakce a pH roztoku.

Material

Petriho misky s Mueller-Hintonovym agarem (M 12)

Sterilni vatova ty¢inka

Antimikrobidlni disky

Standardy a vzorky oxacilinu

Sterilni pinzeta, korkovrty, skalpely

Automaticka pipeta

Sterilni Spicky

Pravitko

Bakterialni kultury:
a) pro diskovou metodu: kazdy uvede sviij kmen
b) pro metodu stanoveni koncentrace oxacilinu: Staphylococcus aureus NCTC 8511
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A. Postup stanoveni citlivosti k antibiotikiim diftiznim testem — diskova metoda

Stanoveni citlivosti se nejcastéji provadi pomoci kvalitativniho \difusniho testu\ \%
agarovém médiu. Testovany organismus rovnomeérné rozetie po povrchu agaru a potom se na
roztér aplikuji papirové disky napusSténé antimikrobialni latkou (komeréné dodévané,
napusténé definovanym mnozstvim latky). DileZitou informaci je rovnéZ koncentrace
antibiotika uvedena na kazdém disku.

Béhem kultivace difunduje liatka z disku horizontdln¢ do okolniho agaru v
koncentra¢nim gradientu. U¢inna latka se projevi vytvorenim kruhové, tzv. \inhibiéni z()ny\
kolem disku. Citlivost mikroorganismu k testované latce se ur¢i z velikosti inhibi¢ni zony.
Velikost zony je ovlivnéna schopnosti antimikrobidlni latky difundovat agarem a rychlosti
rustu mikroorganismu. V klinickych laboratofich se proto pouzivd standardizovany Kirby-
Bauerliv test. Spravnost testu je kontrolovdna za pomoci standardnich bakterialnich|
. Test vyuziva ke kultivaci Mueller-Hintonliv agar, v némz latky voln¢ difunduji.

» Na povrch agarové plotny predem piedsusené ( 60°C, 10 - 20 minut) pipetujeme po
0,2 ml bujonové kultury, rozetifeme sterilni hokejkou a nechdme asi 5 minut stat. V
pfipadé, Ze pouzijeme kulturu na pevném mediu, ockujeme sterilnim vatovym




tamponem navlhéenym sterilni vodou. Timto tamponem otfeme povrch naristu
kultury na Sikmém agaru a vytvofime husty natér po celé ploSe nové misky.

» Na zaockovanou plotnu sterilné rozlozime testovaci disky s antibiotiky

» Inkubujeme 24 -36 hodin pii 37°C.

» Sledujeme velikost zon vytvorenych kolem disk

Hodnoceni:

Vyfiez Petriho misky s nazna¢enim méreni priiméru zéony v obou na
sebe kolmych smérech

Pozorujeme rist mikroorganismu v jednotlivych sektorech. Velikost inhibi¢nich zon je
zavisld na koncentraci antibiotika; métime ve dvou na sebe kolmych smérech, vypocteme
aritmeticky pramér a stanovime citlivost — podle tabulek.

Bez z6ny = organismus neni citlivy na zkouSenou latku
Zob6na 5 - 11 mm = citlivy mikroorganismus
Zo6na nad 12 mm = velmi citlivy organismus

Metodu lze pouzit pouze pro antibiotika, kterd dobfe difunduji agarem. U latek Spatné
difundujicich pouzijeme zkumavkovou zfed'ovaci metodu. Vysledky testil jsou zavislé na sile
agaroveé vrstvy, je tieba peclivé dbat na rovnomérné naliti ploten.

Poznamka k hodnoceni:

Zminéné rozsahy (5-11 mm) pro ur€eni ,citlivy, necitlivy” kmen jsou pouze
orienta¢ni. Ve skutecnosti je potieba odecitat za pomoci stale aktualizovanych tabulek, které
uvadi velikost zon citlivosti na ATB pro ten ktery druh. Pro¢ se nemtiZe jednat o stabilni udaj?
Diivodem aktualizaci téchto tabulek je vzrlstajic rezistence na antibiotika — bakterie si
vymeénuji genetickou informaci kodujici geny rezistence (na pfidatnych nositelich informace —
plazmidech).

Piikladem je nasledujici tabulka pro druh Acinetobacter baumanii, kterd uvadi citlivost
na jmenovana antibiotika — povSimnéte si, Zze dulezitym udajem je rovnéz koncentrace
antibiotika.

Stanoveni citlivosti A. baumannii i antibiotikim:
T fnhf{:i.lﬁnf zdna zméfena velikost i |
. pro citlivé kmeny inhibicni zony SIS

Vankomyein — 30 pg 215 mm § mm NE ]
Ef}"??mymn ~15 pg =21 mm 18 mm ANO _]
Penicilin— 10 m. |, =29 mm 5 mm NE |
Ampicilin — 10 g >17mm 5mm NE |
Nitrofurantion — 100 g = 17 mm 5 mm NE |
Cefalotin — 30 pg > 18 mm 5 mm NE |

v

Ptiklad podrobné;jsi interpretace inhibi¢nich zon
Primér inhibi¢ni z6ny (mm)




Symbol Antimikrobialni latka Obsah na disku Rezistentni Stfedni Citlivy
Bacitracin 10 jednotek <8 9-12 >13

Penicilin G, Staphylococcus 10 jednotek <28 - >29

Penicilin G, ostatni bakterie 10 jednotek <14 - >15

Kanamycin 30 meg <13 14-17 >18

Piisobeni pridaného ATB na rostouci bakterialni kulturu:

Log CFU
Zivotaschopnych
bunék

pridavek
ATB

bakteriostatické agens

.

B. Stanoveni koncentrace oxacilinu difuzni jamkovou metodou

Vyhodou jamkové metody je, Ze nemusi byt dodrZzovany sterilni podminky pfi praci s
testovanou latkou, difuze Gcinné latky neni podstatné ovliviiovana ostatnimi latkami a metoda
je dostate¢né rychla a citlivd. Nevyhodou je pracnd piiprava jamek a nebezpeci vyliti
testované latky pfi manipulaci s miskami.

Postup:

» Rozvafi se média a vytemperuji na 45 °C.

» Me¢édia se rozpipetuji po 15ml do sterilnich zkumavek a dale temperuji na vodni
lazni. Do zkumavek se mnaockuji testovaci mikroorganismy - po 0,5ml inokula
S. aureus NCTC 8511 do MPA.

» Obsah zkumavek se opatrn¢ promicha a vylije na sterilni misky, krouzivym
pohybem se rozlije po povrchu misky a necha utuhnout na rovné podloZce. Pred
nalévanim je tfeba osusit zkumavky, aby na misku nestékala voda z vodni 14zné.

» Pripravime standardni fadu fedéni, fedime v destilované vod¢ na koncentrace:
250; 125; 62.5; 31,25; 15,625; 7,81 pg.ml.i.

» Po utuhnuti agaru vyhloubime korkovrtem a skalpelem na miskach jamky - 4
na kazdé misce. Korkovrt a skalpel sterilizujeme ozihnutim po namoceni v ethanolu.
Vyhloubené kousky agaru odklddame do Petriho misky - je s nimi nutno pracovat jako s
infekénim materidlem. Korkovrt a skalpel se musi po skonceni prace sterilizovat.

» Misky se pecliveé popiSou - vzdy na 1 misce 1 standardni koncentrace nebo 1
vzorek. Do kazdé jamky se kape 0,04 ml roztoku, vzdy roztok jedné koncentrace na 1 misku,
na misky s MPA (S. aureus). Je tfeba pipetovat i pfemistovat misky opatrné, aby roztoky
nepietékaly pies okraje jamek.

» Inkubace trva 24 hodin, S. aureus (OXA) pii 37°C
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Obr. Stanoveni koncentrace oxacilinu difusni jamkovou metodou

Hodnoceni:

Po 24 hodinéch inkubace (nutno dodrzet - dostavit se druhy den k odec¢teni) odecitame
vysledky - zméfime primeéry zoén (inhibi¢nich u oxacilinu) ve dvou na sebe kolmych smérech.
Pro kazdou zénu vypocitime primérnou hodnotu a ze Ctyf z6én na misce pak primeérnou
hodnotu pro danou koncentraci. Z hodnot standardnich roztokti se sestroji kalibra¢ni ptimka
(zavislost priméru zény v mm [na logaritmu koncentrace)) pro oxacilin. Z kalibraéni p¥imky
se stanovi koncentrace nezndmych vzorkli (v pg.ml1). V protokolu bude ptfesné uvedeno
oznaceni vzorku a jeho koncentrace.




| Priklad hodnoceni: osa x vyjadiuje logaritmus koncentrace antibiotika, nikoli jen koncentraci!

/4

Tabulka namérenych hodnot:

koncentrace c log c primér
ug/ml mm
7,81 0,892651 19,53
15,625  1,19382 21,5

31,25 1,49485 25,75
62,5 1,79588 28,375
125  2,09691 29,2
250 2,39794 31,6

Tyto hodnoty vyneseme do grafu:

Kalibra¢nikrivka

y=8,169x + 12,55“/_‘
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/
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Z regresni rovnice potom miZeme spocitat koncentraci oxacilinu neznamého vzorku:

Vzorek 3: primér inhibicni zény 25.38 mm
2538 =8.169x + 12.55

X =(25.38-12.55)/8.169

X =1.5706

Koncentrace = 10*
C = 105706
C =37.205 ug/ml




Zajimavosti:

Existence bakterii rezistentnich na vSechna dostupna antibiotika zrodila zdravotnicky problém
rozsahu celosvetové krize (Americka lékarska spolecnost, 1995).
Je ziskavano prilis madlo novych antimikrobialnich lékit k nahrade téch, které ztratily svoji
ucinnost: v zavode o prvenstvi jsou mikroorganizmy pred nami (Zprava WHO, 1996).

Rezistence se Sifi celosvétové, a velmi rychle. Podili se na tom napf. krmeni zvitat
antibiotiky pro urychleni riistu, prevence infekci u zvitat a 1écba infikovanych zvitat. Uvazuje
se 1 o pfenosu rezistentnich bakterii na ¢lovéka infikovanymi potravinami.

Zdroj byva spatrovan i v genetickych studiich: Jednou z metod ,,znackovani* geneticky
pozmeneného B. subtilis je vneseni genu rezistence na kanamycin (ktery uz neni témer
uzivan). Brzy se ovSem zjistilo, Ze pritomnost tohoto genu podminuje i rezistenci na dalsi
vyznamne aminoglykosidy (amikacin, tobramycin) a na ampicilin. Totéz bylo zjisténo pri
,,znackovani * geneticky modifikovanych potravin.

Boj proti bakteridlni rezistenci probihd& v mnoha oblastech. Patii sem zpfisnéni
hygienickych a epidemiologickych opatieni, omezeni podavani ATB u zvifat pouze na
zavazné infekce, a dohled nad podavanim a uzivanim ATB. Podstatné zlepsit je tfeba evidenci
a kontrolu nozokomidlnich infekci a informovanost 1ékatt 1 nemocnych.

ATB V NEMOCNICI - nozokomialni infekce vyvolané rezistentnimi mikrooganismy.

Rezistence na antibiotika vznikd na principu enzymatického (tvorba b-laktamazy)
nebo neenzymatického (jde hlavné o aktivni eflux, vypuzovani antibiotika z bakterialnich
bun¢k) mechanizmu. Pfi rozhodovani o nejvhodnéjsi kombinaci ATB by m¢l 1ékat piihlizet k
mistnim pomérim (v raznych oblastech jsou rizna ATB rizné pouzivana, diky ¢emuz je jiny
i podil rezistentnich bakteridlnich kmentl) a k anamnéze pacienta (jakymi ATB byl kdy
1éCen). Vysoké riziko rezistence dnes jednoznacné opravituje lékaie k pouziti kombinace
antibiotik.

Primémé 25 az 35 % hospitalizovanych nemocnych dostava z lé€ebnych nebo
preventivnich divodi ATB. To pfedstavuje nesmirny selektivni tlak na vznik a Sifeni
rezistentnich bakterii. Nozokomidlni infekce stoji napt. v USA ro¢né 4 1/2 miliardy dolarti a
usmrti 90 000 lidi (11. misto v tabulce imrtnosti). Hlavnimi vysoce rezistentnimi bakteriemi
jsou na meticilin rezistentni S. aureus a na vankomycin rezistentni enterokoky (uplatiuji se
hlavné u urogenitalnich a rannych infekci). OhroZeni jsou hlavné nedonoSené¢ a malé déti,
jedinci s imunodeficienci (vrozené defekty, AIDS, a zhoubnymi nadory, stafi lidé, socialné
nepiizpusobivi atd.

Mechanismy rezistence k antibiotikiim:

Enzymy modifikujici antibiotikum

Snizeni permeability bakterialnich obald

Zvysené vyluCovani z bakteridlnich bun¢k

Modifikace cilové struktury se snizenim avidity k antibiotiku
Premosténim cile pomoci nového metabolitu

Postupné se podafilo objasiiovat faktory, které vedly k nezddoucimu obratu v dosud
ptiznivych zdravotnickych trendech. Paradoxné se pfi tom ukézalo, ze hlavnim faktorem
navratu infek¢énich chorob je nespravné pouzivani samotnych ATB.



Vsichni jedinci v populaci bakterii nejsou zcela totozni. Jeden z rozdili podminuje schopnost
nejodolnégjsich jedinch odolat pisobeni ATB. Takové rezistentni bakterie maji potom mnoho
zivotniho prostoru a nadbytek vyzivy a vzhledem k rychlé reprodukci brzy nahradi v téle
clovéka oblasti obsazené predtim vici ATB citlivymi jedinci a dobyvaji oblasti nové.

Nevhodné uzivani ATB muze mit i dalsi nezddouci efekt: destrukci fyziologické bakterialni
stfevni flory.

V' normalnim strevnim traktu je de norma pritomno zhruba 100 000 trilioni bakterii,
desetkrat vice nez je bunéek v lidském téle. Je obecné znamo, Ze tyto bakterie plni duleZité
funkce pri Stépent potravy a vstrebdavani mineralit a vitaminu. Nejdiilezitéjsi je ovsem funkce
bariéry, branici implantaci a kolonizaci streva nebezpecnymi infekcnimi organismy. Jen s
pomoct L. acidophilus, B. bifidum, S. thermophilus a dalsich baktérii mohou byt plné zajistény
fyziologické funkce tlustého streva. Jejich deplece ATB usnadiuje vstup patogenit do
organizmu.

Mnoha patogennim mikroorganizmiim muze usnadnit invazi do stfeva i narusSeni silné
kyselého prostiredi Zaludku. Tento velmi dulezity néstroj pfirozené imunity téla je pfitom
casto nevhodné potlacovan alkalizéry ¢i inhibitory sekrece kyseliny solné.

Mnozi se ndlezy dokazujici, Ze potlaceni zaludecni kyseliny stupnuje i riziko vyskytu
karcinomu, nemocnicnich pneumonii a dokonce i fatalnich Sokii. Pneumonie a septikémie
vznikaji hlavné u jedincu se zavedenou zaludecni sondou, patogeny nezridka pochdzeji z ust,
kde se nijak neprojevuji.

Problémy boje s rezistenci bakterii na antibiotika

Po Flemingové objevu penicilinu (PNC) (1928) trvalo deset let, nez se tento 1¢k dostal do
Sirokého uZzivani. A sam Fleming byl prvnim, kdo varoval pfed nespravnym uZivanim
penicilinu: postupnym zvySovanim koncentraci PNC se mu totiz podafilo ziskat znacné
odolné baktérie. Jeho obavy se splnily uz v roce 1945, kdy byly pozorovany pneumonie a
Soky vyvolané na PNC rezistentnimi zlatymi stafylokoky. V roce 1966 pak bylo uz 35 %
zlatych stafylokokt plné odolnych na meticilin. V roce 1967 vystoupila rezistence
pneumokokt, vyvolavajicich vedle pneumonii i zénéty stiedniho ucha a dal§i. V naSich
oblastech je dnes odolnych zhruba 50 % pneumokokovych kment. V poloving 70. let zjistili
Japonci, Ze 62 % streptokokti skupiny A ziskalo rezistenci na erytromycin. Fluorochinolony
zavedené v r. 1980 zabijely zprvu 95 % na meticilin rezistentnich stafylokok, ale za pouhy
rok se karta obratila: 80 % stafylokokil na né ziskalo rezistenci.

V roce 1996 probeéhl v tokijské Juntendo univerzité dramaticky boj a zachranu Zivota malého
chlapce infikovaného stafylokoky odolnymi na vsechna bézna antibiotika a dokonce i na do té
doby spolehlive piisobici vankomycin. Teprve po opakovanych kiirach toxickymi kombinacemi
vysokych davek vankomycinu s japonskym arbekacinem a dalsimi antibiotiky se podarilo dité
(snad trvale?) polyrezistentnich stafylokokit zbavit. Uz o rok pozdéji zabijel nebezpecny
stafylokok i v USA.

V poslednim desetileti se objevily rezistentni kmeny Escherichia coli (kmen O157:H7 napadl
r. 1993 v USA vice nez 600 lidi, u 56 doslo k selhani ledvin a 4 zemreli), klebsiel, enterokokd,
Proteus mirabilis, mykobakterii, salmonel a dalSich bakterii a jejich vyskyt se trvale prudce



zvySuje. Lékati museji pii mnoha infekcich zkousSet fadu antibiotik, nez najdou tc¢inné. Dnes
existuji bakteridlni kmeny odolné na vice nez 100 antibiotik.

Tuto situaci si ovSem lidstvo pfipravilo samo: Podle odhadlii jsou ATB podavana casto
zbyte¢né nebo chybné, napi. pfi virovych infekcich (respiracnich, usnich aj.), pfi 1écbé
,heinfekénich® chorob (minocyklin je ovéfovan u revmatoidni artritidy), pfi neraciondlnim
stiidani 1 fady ATB, pifi pfed¢asném podavani ,posledni generace* ATB, pifi ustupovani
pozadavklim pacientl a tehdy, kdyz pacienti ukonc¢i uzivani ATB ptedcasné.



