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Bezpecnost
v laboratori a
prakticke rady



Prakticke rady
Satni skfifiky pro studenty jsou 1., 2. a 4. od
okna. Nepouzivejte 3. skrinku, i kdyby byla
otevrenad. Je to skrifnka studentu stredni
zdravotnické skoly.

Klice od satnich skrinék nechavejte vzdy na
haccich vedle dveri

Nad timto stolkem vzdy visi klicek od WC. Kdyz
si ho pujcite, vidy ho tam vratte.

Vstup studentu do prostor tstavu za
praktikarnou je zakazan.



Co s odpady a odpadky

Malé kousky muzete dat do nadobek na svych

stolech

Pouzité zapalky maji své vlastni krabicky

Vétsi odpadky vyhazujte do kose vedle umyvadel
Rozbité sklo patri do zluté nadobky vedle kose

Mikroskopické preparaty pripravené primo vami
patri po pouziti do desinfekce

Prosime, nenechavejte na stolech neporadek
(zbytky z gumovani a ofezavani tuzek apod.)



Literatura

 Bezpodminecneé potrebujete Protokoly
k praktickym cvicenim (IS MU)

 Casem budete potfebovat Lékarskou
mikrobiologii obecnou a

* Hodi se i Lekarska mikrobiologie Il —
vysetrovaci metody, ale neni nezbytna (a je
hrozneé draha)



Ucebnice Lékarska
mikrobiologie
specialni (obecna je
tenci a modra)

Foto: archiv MU



Podminky zapoctu

e Ucast v praktiku by méla byt pokud mozno
stoprocentni

— Pokud vyjimecné mate omluvenou absenci, nezbavuje
vas to povinnosti doplnit si prislusny protokol a
kontrolni otazky a pripadné si i praktikum nahradit
(zvlasté u > 2 absenci)

* Pro zapocet je také nutno mit vyplnény vsechny

kontrolni otazky na IS MU
e Dalsi podminkou zapoctu je zapoctovy test



Dalsi pokyny

Obrazky opravdu kreslete (nakreslete koky,
nepiste ,vidim koky“)

Obrazky kreslete barevné, noste pastelky

Kreslete to, co vidite (pokud se vam koky
v mikroskopu dotykaji, kreslete je tak, nekreslete
jen obrysy, ale probarvujte)

Pokud nevidite to, co mate vidét, upozornéte
asistenta

Protokoly jsou kontrolovany u zkousky a maji
vliv na vyslednou znamku!



Dukaz, ze na protokoly se opravdu
hledi (zde karta medika, ale muze se

tykat i vas)
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Koky se v mikroskopu opravdu dotykaji
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ISovy odpovednik

Po prostudovani této prezentace si ovéerte, zda vite odpovédi na nasledujici
otazky, pripadné hledejte odpovédi na né jinde. Az budete odpovédi védeét,
vyplnte odpovédnik.

V jakych situacich pouzivame v mikroskopii nativni preparat?

. Jaké jsou zakladni tvary bakterialnich bunéek?

Jaké je mozné usporadani kokl?

Jak se nazyva mikroskopie, pfi niz je objekt osvétlen Sikmo?

. Jaké jsou rozdily mezi nativnim a barvenym preparatem?

Jak po sobé nasleduji chemikalie v Gramové barveni?

Které bakterie se Gramem nebarvi anebo barvi Spatné?

Jakou barvu maji rizné mikroorganismy v Gramové barveni?

. Jaké dalsi barvici metody se pouzivaji v |ékarské mikrobiologii?

10. Jak se Gramem obarvi epitelie Ci bilé krvinky?

A mozna jesté néjaké prekvapeni navic ©

©WONOUAWN R

Podobné budete vypliiovat odpovédnik ke vSem dalsim praktikim.




Opakovani
morfologie
bakterii



Morfologie vybranych klinicky

vyznamnych mikroorganismu

Viry se skladaji z DNA ¢i RNA a proeinu; nékteré viry
obsahuji i obal ,,ukradeny” hostitelské bunce

Viry maji kubickou nebo sroubovicovou symetrii.
Nekteré z nich jsou schopny tvorit,pseudokrystaly”

Kvasinky maji tvar vajicka, mohou pucet a tvorit tzv.
pseudomycelia. Na svém povrchu maji bunécnou sténu.
Jsou eukaryotni.

Vlaknité houby a parazité maji velmi rozmanité tvary, a
také rozlicna vyvojova stadia. | ony jsou eukaryotni.



Morfologie bakterii

Koky ve dvojicich (diplokoky), v retizcich a ve
shlucich (nerfikejme radéji ,,streptokoky” a
,Sstafylokoky“ — tyto pojmy se dnes pouzivaji
témér vyhradné pro zastupce danych rodu)

TycCinky rovné Ci zahnuté (vibria), pripadnée
nekolikrat zahnuté (spirily), kratké nebo diouhé, tvofici a2

vldkna Ci rozvétvena vlakna; konce mohou byt oblé Ci Spicaté a i tyCinky mUzou
byt rdzné usporadané

Kokobacily (nékdo rika i kokotycCinky)
Spirochety — tenké spiralovité bakterie

Beztvaré bakterie, napriklad mykoplasmata
(nemaji bunécnou sténu, jejich tvar je proto
promeénlivy)



Koky v retizcich (elektronova
mikrofotografie Enterococcus sp.)

http://www.morgenwelt.de/typo3temp/5cel14d39b5.jpg



Zprohybana tyc€inka — helikobakter




www.primer.ru/std/gallery_std/treponema.htm
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Spirochety
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http://nl.wikipedia.org/wiki/Afbeelding:TreponemaPallidum.jpg



www.cbc.ca

Pouzdro a biofilm ez
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* Pouzdro obklopuje jednotlivou bakterii, popr. dvojici.
Neni to uz integralni soucast bakterialni bunky, spis
nanosy molekul (vétSinou polysacharidu), které burku
chrani. Barvi se vétSinou negativné (jako svétlé misto
na obarveném pozadi)

* Biofilm je souvisla vrstva, vznikla z bakterii, jejich
pouzder a dalsiho materialu. Biofilm je mnohem

odolnéjsi nez jednotliva bakterie, zijici v tzv.
planktonické forme




Diagnostika
bakterii



Diagnostika: prukaz a urcovani bakterii

 Klinicka mikrobiologie v praxi spociva v tom, ze
lékar (at uz je to obvodni Iékar, ambulantni
specialista Ci |ékar z kteréhokoli oddéleni
nemocnice) posle do laboratore vzorek

* Ukolem klinickomikrobiologické laboratofe je
prokazat v takovém vzorku pripadnou pritomnost
mikrobt a pokud tam jsou, tak je také urcit.

e Urceni nemusi byt presné, ale musi poskytnout
dostatek informaci pro lécbu. To je podstatny rozdil
proti pristupu zakladniho mikrobiologického
vyzkumu, kdy diagnostika musi byt presna, bez
ohledu na cas



Co je to vzorek v klinické mikrobiologii

(Klinicky) vzorek, v [aboratorni praxi také Casto
slangové nazyvany material, je to, co je odebrano
pacientovi a prichazi na vysetreni do laboratore:

e kusovy Ci tekuty material ve zkumavce ci jiné
nadobce (krev, sérum, moc...)

 ster Ci vyter na vatovém tamponu, obvykle
zanoreném do transportniho média.

Pri diagnostice nekdy pracujeme s celym vzorkem.
Jindy je nutno ziskat ze vzorku kmen nebo kmeny
patogennich mikrobu.



Vzorek tedy ¢asto obsahuje vice
ruznych mikrobu, a také bunky i
nebunécné struktury hostiltele.

Zatimco kmen...

Kmen je Cista kultura (,,vypéstek”) jednoho druhu
mikroba

Kmen ziskame jediné kultivaci (péstovanim) mikroba
na pevné pudeé.

Kochuv objev, ze bakterie lze takto péstovat, mél
zasadni vyznam v déjinach bakteriologie.

S kmeny se kromé bakteriologie pracuje takeé
v mykologii, naproti tomu ve virologii a parazitologii
ie jeiich vvuziti omezene.



Prehled metod

e Metody primé: Hledame mikroba, jeho cast Ci
jeho produkt (produktem muze byt napfriklad
néjaky bakterialni jed — toxin). Patri sem:

— PFimy prukaz ve vzorku — pracujeme s celym vzorkem
(modi, krvi, vytérem z krku a podobné)
— Identifikace kmene — urceni vypéstovaného izolatu
 Metody neprimé: Hledame (zpravidla) protilatky.
Protilatka neni soucasti ani produktem mikroba —
je produktem makroorganismu, odezvou na
cinnost mikroba



Prehled metod primého prukazu

Metoda Prikaz ve |Identifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano

Priikaz antigenu ano ano

Pokus na zvireti ano V praxi ne
Molekularni metody ano v praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmenu




Laborator klinické mikrobiologie .
p o
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Foto O. Z.



Mikroskopie



Co vidime v mikroskopu na
klinickomikrobiologické laboratori

* V pripadée mikroskopovani kmene vidime jeden
typ mikrobialnich bunék
* V pripadé mikroskopovani klinického vzorku
muzeme vidét
— mikroby — nemusi tam byt zadné, a muze tam byt |
klidné deset druhu
— bunky makroorganismu — nejcastéji epitelie a
leukocyty, nékdy erytrocyty

— jiné struktury, napf. fibrinova vldkna, bunécnou drt
(detritus) a podobné



Typy mikroskopie

* Elektronova mikroskopie — u viru; spise vyzkum nez
pri béZném prukazu vird
* Opticka mikroskopie
— Nativni preparat — na velké a/nebo pohyblivé mikroby
(parazity, houby, pohyblivé bakterie)
— Nativni preparat v zastinu (hlavné spirochety)

— Fixované a barvené preparaty, napriklad:
e Barveni dle Grama — nejdulezitéjsi bakteriologické
e Barveni dle Ziehl-Neelsena — napf. u bacilt TBC
* Barveni dle Giemsy — na nekteré prvoky
* Barveni Gomoriho trichromem — na nékteré jiné prvoky
* Fluorescencni barveni — k lepSimu zvyraznéni



Co uz vime

Mikroby maji ruznou velikost. Kvasinky jsou vétsi
nez bakterie, ty zase nez viry

Bakterie maji ruzny tvar (koky, kokobacily, tyCinky
riznych tvaru, spirochety)

Bakterie maji ruzné usporadani (shluky, retizky,
dvojice); kokum v retizcich radéji obecné

nerikame ,streptokoky”, protoze by to mohly byt
treba enterokoky.

Nekteré bakterie tvori endospory, jez se nebaruvi.



Porovnani velikosti: kvasinka rodu Candida
a bakterie rodu Staphylococcus

’ 3
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Foto: archiv Ustavu, pfevzato z www.medmicro.info
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Mikroskopie kmene (grampozitivni
tyCinky)




Mikroskopie vzorku (leukocyty, G— koky)

f—




Hlavni mikroskopické metody v klinickeé
mikrobiologii (zjednoduseng)

Susenia |Kryci Imerzni
fixace sklicko systém

Nativni zastinovy
mm




Nativni x barvené preparaty

* U nativniho preparatu je mezi podloznim a
krycim sklickem vrstva terkutiny. Je obtizné na tu
vrstvu zaostrit. Je proto doporucenihodné zacit
zvetsenim objektivu 4x a pak pokracovat
objektivy, které zvetsuji 10x, (20x) a 40x.

* U barvenych preparatu jsou vSechny objekty
v jedné roviné (na povrchu sklicka). Je vcelku
jednoduché zaostrit. Pouzivejte pouze imerzni
objektiv zvetsujici 100x. Nikdy zde nepouzivejte
neimerzni objektivy, dokonce ani ne pred
kapnutim oleje!



Priprava mikroskopického preparatu

* Pokud mame kmen:
— kapneme na podlozni sklicko kapku fyziolog. roztoku.
— vyzihame mikrobiologickou draténou klicku v plameni
— po zchladnuti nabereme trochu hmoty bakterii
— hmotu rozmichame v pripravené kapce

* Pokud mame vzorek:
— tekuty vzorek na podlozni sklicko kapneme
— natér na spejli bud rozmichame ve fyziologickém roztoku,

nebo (pouze u barvenych preparatu) primo natreme na

sklicko




Nativni
preparat



Priprava nativniho preparatu

e V pripadeé nativniho preparatu kapku, ve
které je vzorek €i rozmichany kmen,
nesusime. Pouze prikryjeme krycim sklickem
a pozorujeme objektivy, které zvetsuji napr. 4
X, 10 x Ci 40 x.

* Nepouzivame imerzni olej

* Pouziva se napr. u soupravy C. A. T., kde do
laboratore prichazi zkumavka s vytéerem
rozmichanym v médiu. Kapne se na sklicko a
pozoruji se epitelie, popr. leukocyty, a mezi
nimi mikroby.



Nativni preparat — postup (u kmene)




Ukazka nativniho preparatu C. A. T.

Vidime epitelie,
malé tecky jsou
mozna mikroby,
mozna
artefakty (z
obrazku se to
neda spolehlivé
poznat)

http://www.kcom.edu/faculty/chamberlain/We
bsite/lectures/lecture/image/clue3.jpg



Barveny
preparat



Priprava barveného preparatu

* Vychazime opéet z kapky vzorku nebo kmene
rozmichaného ve fyziologickém roztoku.
V tomto pripade je lépe, kdyz je kapka mala.
* Kapku nechame zaschnout. MUzeme tomu
pomoci umisténim pobliz kahanu.

* Po zaschnuti vzorek fixujeme tim, ze sklicko
nekolikrat protahneme skrz plamen kahanu,
kontrolujice hrbetem ruky teplotu.



Jednoduché barveni (napt. metylenovou modii)

®
[ = /
&

(také po kroku 4)
(also after step 4)




Takhle muze vypadat vysledek (kvasinky):

http://biology.clc.uc.edu/fankhauser
crobiology/Yeast_Plate_Count/09_Ye
h_Blue_P7201177.jP7201179.jpg




Gramovo
barveni



Bunécna sténa bakterii

* Na svete jsou bakterie, které jsou mechanicky
odolné, jejich bunécna sténa je silna a
jednoducha. Rikdme jim grampozitivni.

* Na svete jsou ale take bakterie, které jsou spise

, jejich bunécna sténa je
. Rikdme jim

 Krome téch i onéch existuji jesté takzvané

Gramem se nebarvici bakterie.



Grampozitivni sténa

Teichoic acid

www.arches.uga.edu
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Gramnegativni sténa

Gram-
negative
outer
membrane _

Periplasm -

www.arches.uga.edu
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Gramovo barveni — princip 1

. Granﬂ pozitivni bakterie maji ve své
sténeée tlustsi vrstvu peptidoglykanu
mureinu.

— Diky tomu se na né pevneéji vaze krystalova
nebo gencidnova violet...

— ...a po upevneéni této vazby Lugolovym
roztokem...

— ...se neodbarvi ani alkoholem.
se naopak odbarvi

alkoholem a dobarvi se pak na Cerveno
safraninem.




Gramovo barveni — princip 2

Gramnegativni

Krystal. violet’

Lugollv roztok
Alkohol Odbarvi se

Safranin Obarvi se cervenée

Jiné bakterie nez klasické G+ a G— bakterie:

Mykobakteria jsou acidorezistentni. Jejich sténa je hydrofobni. Nebarvi se ani fialove,
ani Cervené; nebarvi se viilbec. Nékdy je oznacujeme jako ,,gramem se nebarvici
bakterie:“

Mykoplasmata nemaji bunécnou sténu vibec, avsak jejich cytoplasma se barvi slabé
na ¢erveno. Nicméné jskou mizerné viditelnda (také protoze jsou velmi mald) a Gramovo
barveni se pro né nepouzival.

Spirochety maji gramnegativni typ bunécné stény, ale jsou tak tenké, ze jsou Spatné
vidét a Gramovo barveni se u nich zpravidla také nepouziva.



A jak se barvi to ostatni, co nejsou

bakterie?

e Kvasinky se vétsinou barvi fialove jako G+ bakterie.

Maji specifickou
barveni se chova
grampozitivnich
se
mohou byt i troc

bunécnou sténu, ale v Gramové
podobné jako sténa
pakterii

parvi vétsinou Cervené, ale jadra

nu do modra

Nezapomente, Ze preparaty vzorku mohou obsahovat
ruzna vliakna, bunécnou drt apod., a vsechny
preparaty navic mohou obsahovat artefakty vznikle
pri barveni. Nekdy jsou velmi matouci a mohou byt
nezkusenym pozorovatelem zaménény za bakterie!



Gramem barveny preparat

http://textbookofbacteriology.net/Enterococcus.jpeg
k.
T

oy

Enterococcus



Gramovo barveni — postup
l. Priprava fixovaného preparatu

1.Na sklicko kapnéte
malou kapku
fyziologického roztoku

2.Vyzihejte si klicku a
nechte chvilku
zchladnout

3.Klickou opatrné seberte
trosicku hmoty mikrobu
(kmeny A — E)

4.Rozmichejte v kapce

5.Klicku opét vyzihejte a
ulozte zpét do stojanu
6.Kapku nechte uschnout

nebo suste KOLEM
plamene kahanu

7.Sklicko se zaschlou
kapkou fixujte protazenim
plamenem

8.Sklicko preneste do drezu
k barveni



1l. vlastni Gramovo barveni
Gencianova violet (20-) 30 vtefin

oplachnout vodou — |ze vynechat
Lugol (20-) 30 vterin
oplachnout vodou — |ze vynechat

Alkohol 15 (- 20) vterin *Inovativni termin
, , »,Susitko” vynalezla
oplachnout vodou — nezbytné!!l Iveta Hanusovd,
. we laborantka naseho
Safranin 60 — 120 vterin stavu @

oplachnout vodou
osusit susitkem™* z filtracniho papiru
mikroskopovat jako v prvnim ukolu



Vzhled smeési grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii




Dalsi barvici
metody



Barveni pouzder dle Burriho

V barveni dle Burriho
byly nabarveny
bakterie na Cerveno a
pozadi dobarveno tusi;
mikroskopista pak tusi
pouzdro tam, kde se nic
neobarvilo.

Capsule



Giemsovo barveni

* Giemsovo barveni je barveni, u kterého se
pouziva metylalkoholova fixace (nikoli fixace
plamenem) a poté barveni modrym
barvivem dle Giemsy-Romanowského.
Pouziva se k barveni vaginalnich sekretu a
natéru na malarii

Posevni natéer

Giemsovo barveni




Barveni dle Ziehl-Neelsena

* Barveni dle Ziehl-Neelsena se pouziva u tzv.
acidoresistentnich bakterii, které maji
hydrofobni bunécnou stéenu. Mezi takové
bakterie patri zejména mykobakteria,
castecne také nokardie a aktinomycety

Mykobakteria
Barveni Ziehl-Neelsen

AN

www.primer.ru



Barveni Gomoriho trichromem .

Barveni Gomoriho trichromem se pouziva pro
strevni prvoky (Giardia intestinalis,
Entamoeba histolytica atd.)

Je velmi slozité s mnoha kroky
Pouziva se k rozliseni mezi patogennimi a
nepatogennimi druhy strevnich ménavek

Jako alternativu lze pouzit také barveni
Heidenheimovym hematoxylinem



Praktické
poznamky
K mikroskopii



Praktické poznamky k mikroskopii

* Objektivy se utiraji zasadne gazou. Jednou
pouzita gaza se vyhodi a nepouziva znovu.

* Mikroskopicky stolek |ze otrit bunicitou vatou.
| ta se po pouziti vyhodi.



Po skonceni mikroskopovani se vzdy
ucini nasledujici kroky:

* Pokud pracujete imerzi, oCistéte imerzni
objektiv gazou s benzinem

* Pripadné takto ocCistéte i dalsi objektivy, pokud
jste je znecistili

* Mikroskopicky stolek otrete bunicinovym
ctvereckem, pripadné také s benzinem

* Mikroskop vypnéete a zakryjte .



KULTIVACE



Prehled casti této prezentace




Mnozeni
bakterii,
rustova krivka



Mnozeni bakterii

e Kazda bakterie ma svou generacni dobu

e 7Za jednu generacni dobu jsou z jedné dve, za
desetinasobek je z jedné 1024 bakterii
(teoreticky) a podobné

* |dealni mnozeni by existovalo pouze
<dybychom neustale pridavali ziviny a popr.
kyslik a odebirali odpadni produkty




Realna riistova kiivka .

Faze latence — bakterie jsme nechali kultivovat,
ale jesté jich nepribyva

Faze exponencialni — rust se zrychluje

Faze stacionarni — rostou porad stejnée rychle

Zpomaleni a zastaveni rustu — dosly ziviny, je
priliSs mnoho odpadu, nebo bakterie samy
reguluji svlj pocet pomoci ,quorum sensingu”



Podminky
nezbytnée ke

kKultivaci
bakterii a hub



Je jedno, za jakych podminek
bakterie péstujeme?

Samozrejme, ze neni! Pro vetsinu bakterii
musime teplotu, vihkost, koncentrace soli a
radu dalsich vlastnosti vtésnat do pomeérné
uzkého rozmezi.

0, e6l@|le 0

dolni mez pfeziti  dolni mezristu " horni mez rlstu horni mez pfreziti
{letalni, mikrobicidni) {inhibiéni) uptlmum {mez mnoZeni) {(usmrcujici hodnota)

Pro péstovani nestaci hodnoty, za kterych mikroby
prezivaji. Musi byt schopny se mnozit.

Pozadavky ruznych mikrobu se vzajemné lisi!



Klinicky vyznamné bakterie

* Teplotu zpravidla vyzaduiji kolem 37 °C
— ale ptaci patogeny vice (42 °C), mikroby pochazejici
zvenci méneé (30 °C)
* Hodnotu pH vyzaduji kolem pH 7
— ale zaludecni helikobakter mnohem méné
* Koncentraci NaCl vyzaduiji kolem 0,9 %
(fyziologicky roztok)

— ale stafylokoky, které musi byt schopny mnozit se i
na zpocené kuzi, se mnozii pri 10 % soli!

V praxi je cast parametru (napr. teplota) ddna
nastavenim termostatu, a zbytek (napr. koncentrace
NaCl) slozenim kultivacniho média.



Kultivacni
termostat

Kromé skrinovych
termostatu, jako je tento,
mame na ustavu i jeden
termostat komorovy, tedy
celou mistnustku o 37 °C.




Priklad vyuziti rozdilu v teploté
v diaghostice bakterii

* Pseudomonas aeruginosa roste pri teplotach
37°Ca42°C.

* Naopak Pseudomonas fluorescens roste pri 4
°Ca 37 °C.

Krome pseudomonad rostou pri nizkych
teplotach dobre takeé napt. listerie a takeé
kvasinky a plisné

Viyssi teploty vyhovuji napr. kampylobakterum



Vliv koncentrace NaCl na rust
nékterych druhu bakterii

Vetsina Enterokoky
Stafylokoky

10 %

6,5
%




Kromé ruznych koncentraci NaCl

* Pridani azidu sodného umoznuje rust
enterokokU, avSak ani streptokoky, ani
stafylokoky nerostou.

* Amikacin umoznuje rust streptokokU a
enterokoku, zato stafylokoky nerostou.



Neéco malo o bakterialnim katabolismu

e Katabolismus muze byt troiji:

— Fermentace — stépeni bez potreby kysliku. Malo energeticky

vyhodny, ale nepotrebuje kyslik. Produktem napr. kyselina
mlécna, etanol apod.

— Aerobni respirace — z mala zivin se ziska hodné energie, je ale
nutny kyslik. Produktem CO, a H,0O

— Anaerobni respirace — jiny akceptor elektronu

* Typ katabolismu je uzce spjat se vztahem ke kysliku.
Fermentujici bakterie jsou zpravidla fakultativné nebo
striktné anaerobni. Naopak aerobné respirujici
bakterie byvaji striktneé aerobni.



Zavislost na kysliku

Striktni aeroby rostou jen v pritomnosti kysliku
Striktni anaeroby rostou jen tam, kde kyslik
neni

Fakultativni anaeroby a od nich

nerozeznatelné aerotolerantni bakterie rostou
za vsech podminek

Mikroaerofilni bakterie rostou jen tam, kde
jsou stopy kysliku

Kapnofilni bakterie vyzaduji vice CO,



Péstovani anaerobnich bakterii .




Kultivace
bakterii — uvod



Smysl kultivace bakterii

* Proc€ vlastné v laboratori bakterie péstujeme?

— Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili. K tomu
slouzi kultivace na tekutych pudach i na ,,pevnych”
pudach (to jsou pudy, které netecou, jejich
zakladem je vétSinou agarova rasa)

— Abychom ziskali kmen — pouze pevné pudy (objev
Roberta Kocha) n

— Abychom je vzajemné odlisili a oddélili — pouzivaji
se diagnostické a selektivni pudy, slouzici
k identifikaci




Vzorek a kmen

* Vzorek je to, co se odebira pacientovi. Vzorek
obsahuje bunky makroorganismu, rizny pocet
druhu mikrobU (nula az treba dvacet) a dalsi
primesi

* Kmen —izolat — je populace jedné bakterie,
izolovana ze vzorku na pevné pudé

 Abychom ziskali kmen, musime bakterii péstovat
na pevné pludé a dobre rozockovat



Pojem kolonie

>

www.medmicro.info

* Kolonie je utvar na povrchu pevné pudy. Pochazi
z jedné bunky nebo malé skupinky bunéek
(dvojice, retizku, shluku)

* V nékterych pripadech muzeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobu ve vzorku — nebo
presneji pocet ,kolonii tvoricich jednotek” (CFU)

* Popis kolonii ma vyznamné misto v bakterialni
diagnostice



Takhle vypadaji pevné pudy

www.medmicro.info




Je to dobre, nebo Spatne, ze ruzné

bakterie jsou ruzné narocné?

* Je to Spatne, protoze se Spatné definuji
podminky, které by vyhovéli vétsiné (nerkuli
vsem) klinicky vyznamnym bakteriim

* Je to dobre, protoze diky tomu muizeme |
kultivaci vyuzit v diagnostice (napr. schopnost

rust na pude s 10 % NaCl dobre odlisi
stafylokoky



Pudy obecné versus pudy
v klinické mikrobiologii

* V prumyslové mikrobiologii ¢i v

nékterych jinych

aplikacich se zpravidla pouzivaji chemicky presnée
definované pudy. Vime, kolik je v nich ¢eho, a
muzeme taky sledovat, kolik ¢eho pribylo nebo

ubylo.

* V klinické mikrobiologii nepotre
pFesné sloZeni. Casto i slozky puc

oujeme vedet
jsou

nedefinované (krvinky, extrakt z

Kvasnic).



Tekuté pudy a pevné pudy

o Zakladem tekutych pud je masopeptonovy bujon
(hovézi vyvar + bilkovinny hydrolyzat). Pouzivaji se
predevsim k pomnozeni. Vysledek se spatné hodnoti:
v podstaté jen Ciry bujon / zakaleny bujon (roste
/neroste)

« Zakladem vétsiny pevnych pud je tentyZ bujon, ale
doplnény vytazkem z agarové rasy. Bakterie na
pevnych pudach rostou pomaleji, ale zato velmi
rozmanite, a lze je rozockovat.



RUzné vzorky — ruzna kultivace

* Jak ovliviauje typ vzorku typ kultivace?

— Vzorky, kde je obvykle malo mikrobt se davaji jen do
tekutych pud, kde se mikroby rychle pomnozi. Priklad:
vyter ze spojivkového vaku

— Vzorky, kde muze byt hodné i malo mikrobt a i malo
mikrobt je vyznamnych oc¢kujeme na pevné i tekuté
pudy. Priklad: stéry z ran

— Vzorky, kde je vétSinou hodné mikrobu, popt. i
fyziologicka bézna flora se ockuji pouze na pevné pudy.
Priklad: vytery z krku



Tekuté pudy
v klinicke
mikrobiologii



Tekuté pudy




Rozdéleni tekutych pud

 Tekuté pudy mnoho kategorii nemaiji. Vlastneé jen
dveé:

* Pudy pomnozovaci jsou nejbéznéjsi a univerzalni.
Prikladem je bujon pro aerobni kultivaci a VL-
bujon pro anaerobni kultivaci (VL = viande-levure,
z francouzstiny — obsahuje masokvasnicny extrakt)

* Pudy selektivnhé pomnozovaci maji za ukol
pomnozit urcCitou bakterii a potlacit mnozeni
jinych. Prikladem je selenitovy bujon pro
salmonely



Pevné pudy:
ockovani
vzorku a

Kmene



Pevne pudy
| ”lw RN
1 | I';' II
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Pevné (agaroveé) pudy

 Abychom vyuzili vsech vyhod, které pevné
pudy nabizeji, musime vzorek (kultivace
vzorek =2 kmen), ale i kmen (kultivace kmen
- kmen) dobre rozockovat. Klasickym
zpusobem rozockovani je tzv. krizovy roztér.
V praxi se zpravidla natre napfr. na polovinu
misky tamponem a pak se rozockovava
klickou. Nékdy se jesté doplnuji rtzné cary a
disky — o nich jindy.



ProcC je potreba mit izolované
kolonie

* Protoze jen v tom pripadeé lze identifikovat vétsi
pocet patogent, které jsou ve smési

* Ale takeé proto, ze pouze jednotlivé kolonie
umoznuji pozorovat typické vlastnosti kolonie.

Sebelepsi klaun vam nepredvede nic ze svého umeéni,
drzite-li ho v kamrliku nahecmaného na spoustu
dalsich klauna.



V pripadé smesi vytvori kazda
bakterie svoje kolonie

(pri dobrém rozockovani)

1 — ockovani smési bakterii (naznaceny teckami), 2 —
vysledek kultivace: v prvnich usecich smés, az na konci
izolované kolonie



Jak naockovat vzorek na agarovou
pudu

Naneste tamponem vzorek na ¢ast
misky (asi tak do jedné tretiny
prumeéru misky)
Vyzihejte klicku
Rozoékujte z plochy, kam jstt
nanesli vzorek, do dalsi ¢asti
Vyzihejte klicku
Rozockujte z Car, kde jste
rozockovali minule (uz se

nedotykejte plochy, kam jste
ockovali tamponem

Vyzihejte klicku




Jak preockovat agarovou kulturu

Vyzihejte klicku
Naberte kmen
Naockujte prvni usek
Vyzihejte klicku

Naockujte druhy usek
Vyzihejte klicku

Naockujte treti usek
Vyzihejte klicku




Co lze popisovat u kolonii

Velikost * Povrch (hladky, drsny)
Barva * Konzistence (sucha...)

Tvar (okrouhly...) * PrUuhlednost
Profil (vypoukly...) e VUné/zapach
Okoli kolonie*

Okraje (vybézky..)

*Presny vyznam tohoto pojmu zalezi na druhu
pudy. Napriklad u pud s krvinkami se hodnoti
naruseni krvinek v okoli kolonie



Rozdil mezi tvarem a profilem

)

okrouhly nepravidelny

Profil

N\ ¢ [~

konvexni  plochy miskovity




Pevné pudy:
tridéni a
priklady



Pevné selektivni pudy

Uéelem je selektovat (vydélit) ze smési baktérii
pouze urcitou skupinu nebo skupiny
Prikladem je

Nekdy je selektivnosti dosazeno pridanim antibiotika.
je selektivni pro
streptokoky a enterokoky



Pudy diagnostické

Nepotlacuji rust Zzadného
mikroba

Zato diky svému slozeni rozlisuji
mikroby podle urcité vlastnosti

Prikladem je krevni agar ke
sledovani hemolytickych
vlastnosti a VL krevni agar
(podobny, ale na anaeroby)

Zv1astnim pripadem pudy
chromogenni a fluorogenni




/meny na krevnim agaru
* VVSechny pudy s krvinkami (krevni agar, VL
krevni agar, agar s pranymi erytrocyty apod.
— netyka se ale krevniho agaru s 10 % NaCl,

kde jsou krvinky lyzovany) jsou schopny
rozlisit:

www.medmicro.info

e Uplnou hemolyzu

o Caste¢nou hemolyzu

* Nepritomnost hemolyzy
* Viridaci (zezelenani)



Pudy chromogenni a fluorogenni

www.oxoid.com

Chromogenni pudy obsahuiji
barvivo, na které je navazany
specificky substrat = barevnost
se ztraci, neni to uz barvivo, ale
chromogen

Bakterie schopna stépit specificky
substrat zméni chromogen zpét
na puvodni barvivo

Plida miiZe obsahovat i vice
chromogent (pro vice druhti)

Fluorogenni plidy podobné,
s fluorescencnim barvivem



Ukazka chromogenni pﬁd na kvasinky

Ctyfi rGzné kvasink
rostou v typickych
koloniich — jedna
v zelenych, jedna
v modrych, jedna
v suchych ruzovych g
a jedna v hladkych
rizovych. Ostatni

druhy kvasinek jso
na této pude bilé.

www.medmicro.info



Pudy selektivné diagnostické

www.medmicro.info

 Kombinuji v sobé selektivni
a diagnostické vlastnosti

e Prikladem ptida Endova:

— Rostou pouze nekteré G-
bakterie (selektivita)

— Ty, co rostou, lze rozlisit na
laktdza pozitivni (Cervené) a
negativni (bledé

VVVVVV

* Selektivné diagnostické jsou i pudy XLD, CIN aj.



Vlastnosti Endovy pudy

www.medmicro.info

e Zopakujme si z ivodu:

* Na Endové pudé rostou pouze G- bakterie, a
to jesté jenom nékteré (selektivita)

* Ty, corostou, lze rozlisit na laktoza pozitivni
(Cervené) a (bledé).

Z hlediska klinické mikrobiologie to mu vyznam: laktoza
pozitivni bakterie jsou zpravidla mirnéjsimi patogeny
nez bakterie laktdza negativni

*Selektivné diagnostické jsou i pudy XLD, CIN aj.



Pudy XLD a MAL na salmonely

www.medmicro.info



Zatisi z nasi
komorové
lednice




Pudy selektivni, diagnostické a
selektivné diagnostické — shrnuti

Plda
selektivni
Plda
diagnosticka

Plda
selektivné
diagnosticka

Kmen A
neroste

Kmen C
roste, ma

kolonie
makove

Kmen E
neroste

Kmen B
roste

Kmen D

roste, ma

kolonie

takove

Kmen F KmenG
roste, ma roste, ma
kolonie kolonie
makove takove



Pudy obohacené a selektivné
obohacené

Jsou urceny pro narocné mikroby
Obsahuji ruzné nutricni faktory

Obohacenou plidou je i krevni agar, ktery jsme ale
uvedli mezi pudami diagnostickymi (svymi vlastnostmi
patri do obou kategorii)

Prikladem ,,Cistych obohacenych pud” jsou
cokoladovy agar pro patogenni neisserie a hemofily a

Levinthaltv agar jen pro hemofily (které ani na
krevnim agaru nerostou)

Pudy téZ mohou byt selektivhé obohacené (napr. GC
agar, coz je cokoladovy agar s antibiotiky pro kultivaci
Neisseria gonorrhoeae)



Cokoladovy




Pudy ke

specialnim

ucelum -1
Sledovani faktoru

virulence:

°na obrazku puda
s kongocerveni pro
stafylokokovy sliz

(biofilm)

edale napt. zloutkovy
agar pro histotoxicka
klostridia

Foto: O. Z.




Pudy ke specialnim ucelum — 2

In vitro testovani citlivosti na
antimikrobialni latky: Millertv-
Hintonove agar; slouzi zaroven ke
sledovani pigmentu bakterii

Vbravo nahore
nepigmentovany
stafylokok, vievo dole
zelené pigmentovana
Pseudomonada
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Poznamka

V pripade kultivacné narocnych bakterii se i testovani
citlivosti provadi na obohacenych pudach.



Soucasné trendy v kultivaci

* Navzdory rozvoji genetickych metod si
kultivace zachovava svou klicovou ulohu pri
diagnostice zejména baktérii

» Standardizace nuti prechazet od ptd
vyrabénych ,na kolené” k piudam komercné
vyrabénym

* Chromogenni a fluorogenni pudy se i pres
Vyssi cenu zvolna prosazuji
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Priklady nejdulezitéjsich pud

. bujon

. VL-bujon

. selenitovy bujon

. Sabouraud

. LOwenstein-Jenssen
. Krevni agar (KA)

. Endo

8. MH

9. KA + 10 % NaCl
10. VLA (VL KA)
11. XLD (a MAL)
12. CA

13. Levinthal

14. Slanetz-Bartley



Prehled pud — prvni cast

*pouze jsou-li pridana
antibiotika

Nazev Druh Barva Typ Pro
bujon tekuté nazloutla |pomno- |aeroby
= o \V 4y 4 A4 4

VL-bujon |Pudy tmavsi  |Z0vacl  |anaeroby
selenitovy nartizovéla | selektivné |salmonely
bujon pomnoz.
Sabourau- pevné pldy | hil3 selektivni* | hou by
ddv agar ve zkumavce
Lowentein- zelena obohacenad | TBC
Jensen
krevni pevné cervena |obohacena | vétsinu
agar D S dy diagnosticka | bakterii
Endova : selektivné predevsim

V MISCE diagnostickd | enterobakterie

plda




Prehled pud — druha c¢ast

Nazev

Druh

MH

NaCl

VL-agar

XLD a blizky
MAL

cokoladovy
agar

LevinthalQv
agar

Slanetz-
Bartley

bevné
oUdy na
Petriho
miskach

Barva Typ Pro

skoro bila speciélm’ atb citlivost

hneda selektivni | stafylokoky

cervena |jako KA |anaeroby
selektivne salmonely
diagnosticka

hnéda obohacena | hemofily,

neisserie

nazloutla |obohacena | hemofily

selektivne enterokoky

diagnosticka




Pevné pudy ve zkumavce? ProcC?

Mezi uvedenymi pudami jsou dvé nalité do zkumavek,
ackoli jsou pevné. DuUvodem je, ze se pouzivaji pro
pomalu rostouci organismy. Jak mykobakteria
(Lowenstein-Jensen) tak nékteré plisné (Sabouraud)
rostou pomalu, takze na Petriho misce by puda vyschla
driv, nez by stacily vyrust.

V pripadé Hajnovy pudy (viz JO4) je duvod jiny: puda se
pouziva pro biochemickou identifikaci a pro jeji funkci je
podstatny rozdil mezi spodni ¢asti (bez kontaktu s
kyslikem) a horni ¢asti (povrch pudy)

Lowenstein Jensenova puda je zajimava takeé tim, Ze ac
pevna, neobsahuje agar. Misto toho obsahuje
koagulovana vajicka.



Krevni agary

Lze pouzit krevni agar s krvinkami riznych
organismu (koni, kurat, krav ¢i dokonce lidi).
Nicméneé zdaleka nejbéznéjsi jsou agary

s ov€imi (beranimi) erytrocyty

Krev je také mozno pridavat k riznym
zakladum. Napriklad pridame-li krev k VL
bujonu (zjednodusené), dostaneme VL agar
(vlastné VL krevni agar)

Pro testovani hemolytickych interakci (napt.
CAMP testu, viz PO2) se doporucuje pouzivat
prané erytrocyty.



Endova puda a jeji princip

* Endova puda obsahuje jako substrat laktozu
* Také obsahuje basicky fuchsin
* Fuchsin je zodpovédny za selektivitu pady

Tentyz fuchsin (dohromady s Na,SO,) take slouzi
jako indikator (Schiffovo Cinidlo). Bakterie tvorici
laktaldehyd z laktézy se prozradi tmavocervenou
barvou.

Endovu pudu je nutno chradnit pred svétlem, jinak
ztmavne i bez bakterii



* Snazte se najit odpovedi na nasledujici otazky

Otazky pro odpovednik

* Poté vyplnte prislusny odpovédnik

* Pocitejte s tim, ze otazky v odpoveédniku mohou byt
formulovany mirné odlisné nez zde

1.

s W

0 o N O

Pro€ se VL bujon preléva parafinovym olejem?

Kdy se pri priprave krevniho agaru pridavaji krvinky?

Proc se pfi vyrobé pevnych pad zpravidla nepouziva Zelatina?

Je mikroaerofilie a kapnofilie totéz?

Stafylokoky jsou adaptované na Zivot na klzi savcu. Jak tuto jejich vlastnost
vyuzivame pri diagnostice?

Kterou charakteristiku kolonie nelze posoudit zrakem?

Ke které charakteristice kolonie navic potfebujeme do kolonie ,,dloubnout“?

Pro€ je bezpodminecné nutné pfi kultivaci ziskat jednotlivé kolonie?

Krevni agar se vyrabi z tzv. ,,zakladu pro krevni agar” (v podstaté se jedna o
zivny agar) a defibrinované ovci krve. Lze vsak pridavat krev i k jinym
zakladlim?




TESTOVANI
CITLIVOSTI

(ANTIBIOTIKA A SPOL.)



Obsah teto prezentace

Bonus: Podrobneéjsi prehled antimikrobialnich latek



Prehled
antimikrobialnich
latek



Moznosti ,boje" s mikroby

Imunizace — vyuziva prirozenych
mechanismU makroorganismu

Dekontaminacni metody — hrubé fyzikalni
a chemicke vlivy, plisobeni vné organismu (viz
minulé praktikum)

Antimikrobialni latky — jemné, cilené
pUsobeni uvnitr organismu s cilem
maximalniho zasahu mikroba a minimalniho
vlivu na makroorganismus

A take nektere dalsi metody, naprikiad
pouziti bakteriofagi (= , biologicky boj")



Prvni

Druhy antimikrobialnich =~ = .

latek objevil sir
i . o . Alexande
- Latky pusobici celkove: Fleming
— Antiparazitarni latky proti parazitm

proti kvasinkam a vilaknitym houbam
proti virlim
proti mykobakteriim
proti vSem ostatnim bakteriim (dnes tedy
obvykle zahrnuje i synteticke latky, kdysi vydélované
zvlast jako )
Latky pusobici lokalne:



Jesté dekontaminace, nebo

uz antimikrobialni latka?
Hranice mezi dekontaminacnimi metodami a
antimikrobialnimi latkami je neostra.

Zpravidla se za dekontaminaci jeSté povazuje
plisobeni na neporusenou kuizi.

Aplikace do rany uz znamena uziti
antimikrobialni latky (antiseptika)

DUsledky i legislativni: dekontaminacni
prostredky se na rozdil od antibiotik nepovazuji
za lécCiva




MIC, MBC,
baktericidni a

bakteriostaticka
antibiotika



PUsobeni urcitych vlivll na mikroby I

O B |©|®|® ;

dolni mez pfeziti  dolni mezristu " horni mez rlstu horni mez preziti
{letalni, mikrobicidni) {inhibiéni) opt|mum {mez mnoZeni) (usmrcujici hodnota)

» Pri plsobeni vlivu jako je pH ma osa
pUsobeni horni i doIni extrém

. horni mez rlstu horni mez preziti

optimum {mez mno2Zeni) (usmrcujici hodnota)

 Pri plsobeni antimikrobialnich latek (ale také
napriklad desinfekcnich prostredkt) ma
logicky smys| pouze prava polovina osy



PUsobeni viivll na mikroby II

» Pri dekontaminaci trvame na usmrceni
mikrobt (mikrobicidni efekt)

» Pri uziti antimikrobialnich latek mizeme
pocitat se spolupraci pacientovy imunity,
proto obvykle staci i mikrobistaticky
(inhibicni) ucinek

» Toto vsak neplati u akutnich stavii Ci

imunokompromitovanych pacient, kde
se snazime o mikrobicidni plisobeni vzdy



MIC a MBC

MIC — minimalni inhibicni koncentrace je
pojem, ktery se u antibiotik pouziva pro
oznaceni meze rdstu (mnozeni) mikroba

MBC — minimalni baktericidni koncentrace
se pouziva pro mez preziti bakterie. (Mluvime
pro jednoduchost jen o bakteriich. U virt by
se pouzil pojem ,minimalni virucidni* apod.)

Pozdeji se jeste setkate s pojmy MBIC a MBEC,
které se tykaji pusobeni na antibiotika
v biofiimu



Primarné baktericidni a primarné
bakteriostaticka atb

Primarne baktericidni jsou atb, kde MIC a
MBC jsou si témer rovny

Primarneé bakteriostaticka jsou atb, u kterych
se vyuziva hodnoty nad MIC, ale nikoli nad MBC
(svou podstatou bakterie jen inhibuiji)

V praxi se snazime vyvarovat pouziti
bakteriostatickych antibiotik u zavaznych
akutnich stavili, imunosuprimovanych
pacientli apod. Neplati ovsem striktne —
antibiotika s dobrym pridnikem do kosti
pouzijeme u akutni osteomyelitidy
navzdory tomu, Ze jsou bakteriostaticka.



Primarne baktericidni a

primarne bakteriostaticka .

atb
ﬂ?rlmarne baktericidni atb
MIC MBC
... D O OO E §
a
LECEBNE -]
m1c[KONCENTRACE :
=

/ toxicita Em makroorgs.
Primarné bakteriostatické atb




Mechanismy
ucinku a
mechanismy

resistence



Mechanismy pusobeni antibiotik

'« Na bunécnou sténu (baktericidni)
— Betalaktamova antibiotika
— Glykopeptidova antibiotika (pUsobi i na proteosyntézu)

- Na cytoplasmatickou membranu — polypeptidy
(baktericidni)

* Na nukleovou kyselinu — chinolony (baktericidni)

BAKTERICIDNI

+ Na proteosyntézu: aminoglykosidy (baktericidni);

makrolidy, tetracykliny, linkosamidy, amfenikoly
(bakteriostaticke)

* Na metabolismus — sulfonamidy, bakteriostatické

BAKTERIO
STATICKA _

'Primarné bakteriostaticka antibiotika nejsou
vhodna k Iécbé akutnich stavi, pacientti
s poruchou imunity a podobne!



Rezistence mikrobl na

antimikrobialni latky
- Primarni rezistence: vsechny kmeny
daného druhu jsou rezistentni. Priklad:

betalaktamova atb neplisobi na
mykoplasmata, ktera vibec nemaji sténu.

- Sekundarni rezistence: vznikaji necitlivé
mutanty, a ty pri selekénim tlaku antibiotika
zacnou prevazovat. (Escherichie mohou byt
citlivé na ampicilin, ale v posledni dobé
vyrazné pribyva rezistentnich kmend)



Mechanismy rezistence

 Mikrob zabrani vniknuti antibiotika do bunky
 Mikrob aktivné vypuzuje atb z bunky
 Mikrob nabidne antibiotiku falesny receptor

 Mikrob enzymaticky stépi antibiotikum
(napriklad betalaktamazy stépi betalaktamova
antibiotika)

Znalost prislusneho mechanismu nam
umoznuje pokusit se na mikroba vyzrat




Inhibitory betalaktamaz — 1

.....

& (betalaktamaza)
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inaktivovano bakterialni betalaktamazou.



Inhibitory betalaktamaz

— 2

laktamaza

Si

roli si ho,
c(um pak
sené



Priklady
antibiotik
potencovanych
inhibitory




Inhibitory betalaktamaz .
vzdycky nestaci

 Bohuzel, inhibitory betalaktamaz zabiraji
jen u méneé ucinnych typu betalaktamaz

» Existuji velmi silne, sirokospektré
betalaktamazy (viz take dale), u kterych
inhibitory nestaci (ani pri jejich pouziti neni
lécba spolehlivé ucinna)

» UrcCity efekt ale I1ze pozorovat i u techto
betalaktamaz. To se vyuziva v diagnostice,
kdy se pozoruje rozdil v ucCinku urciteho
antibiotika s inhibitorem a bez néj



Epidemio-
logicky
vyznamne typy
rezistence



Epidemiologicky vyznamné

rezistence — 1

- MRSA - methicilin rezistentni stafylokoky:.

Nevpousteji do svych bunék oxacilin ani jiné

betalaktamy. Mnohé MRSA jsou rezistentni

také na dalsi atb (makrolidy, linkosamidy).

Citlivé zlstavaji glykopeptidy (vankomycin,

teikoplanin).

- VISA, VRSA - stafylokoky castecné nebo
Uplné rezistentni i na glykopeptidy

- VRE — vankomycin rezistentni enterokoky.
Snadno se Sifi — enterokoky ma spousta lidi
ve streve




Percentage resistance
. = 1%

B 1to < 5%
[ 5 to < 10%
Bl 10 to < 25%

B 25to < 50%

= 50%

Bl Mo data reported orless than 10 isolates
1 Notincluded

2
MRSA ’i

v Evropé =«
2011 !

mm Liechtenstein
Bl Luxembourg . -——

Malt
- Flalta (10 ECOC) Duncles TESSy



Epidemiologicky vyznamné

rezistence — 2
* Producenti ESBL (Extended Spectrum Beta
Lactamase) G- bakterie (klebsiely, ale i E. coli aj.)
mohou tvorit swokospektre betalaktamazy, kde ani
Ucinek inhibitorll neni dostatecny. Ucinné byvaji jen
karbapenemy a nékdy néktera ne-betalaktamova
atb.

« Podobné jsou také ampC betalaktamazy. Kromé
karbapenem( zde zUstavaji citlivé i cefalosporiny
4. generace.

- MLS rezistence je sdruzena rezistence na
makrolidy a linkosamidy (a steptograminy), u
streptokokt a stafylokok(. U S. aureus zatim
nastesti vzacne.



,+Antibioticka politika", atb
strediska

Pouzivani sirokospektrych antibiotik predstavuje
selekcni tlak — prezivaji rezistentni kmeny bakterii

V zemich, kde se antibiotika pouzivaji volng, byvaji
vysoké pocty rezistenci na antibiotika

U nas existuji ,,volna antibiotika", ktera mohou
Iékari predepisovat volne, a ,,vazana atb", jez musi
schvalovat antibioticke stredisko

Atb strediska byvaji zfizovana pri mikrobiologickych
laboratorich velkych nemocnic. Délaji i poradenskou
cinnost.




Metody
testovani I:
difusni
diskovy test



Metody zjist'ovani citlivosti in vitro

» Zjistovani citlivosti in vitro = v laboratori

 Nezaruci stoprocentni ucinnost lecby

» Presto vhodné u vétsiny nalezl
kultivovatelnych patogennich bakterii

e V béznych pripadech kvalitativni testy
(citlivy — rezistentni)

e V indikovanych pripadech
kvantitativni (zjistujeme MIC). Jde
zpravidla o rizikoveé kmeny u rizikovych
pacientd.



Kdyz ,,in vitro" neodpovida ,,in vivo"

- U mocovych infekci by nas meél zajimat
breakpoint odvozeny od koncentraci dosazitelnych
v moci, nikoli v séru. (U vétsiny mocovych infekci se
ovsem MIC nezjistuje)

- U abscesti, procesii v kostech a zejména u
meningitid: breakpointy jsou vyJadrenlm
koncentrace atb predevsSim v séru; musime vzit
v Uvahu, ze koncentrace v ruznych mistech téla
mohou b)’/t mnohem nizsi

» Je také nutno pocitat s tim, ze mikroby mohou
existovat ve forme biofilmu — nutno urcovat
hodnoty napr. minimalni biofilm eradikujici
koncentrace



Difuzni diskovy test — 1

Na MH (nebo jiny) agar se stétickou
plosneé naockuje suspenze baktérie
Pak se nanaseji tzv. antibiotickeé disky —
papirky napusténé antibiotikem

Atb difunduje z disku agarem dal

U standardni Petriho misky se pouziva
zpravidla sest diski, nékdy se dava jesté
sedmy doprostred




Jak naockovat difusni diskovy test

» Pripravte suspenzi bakterie ve
fyziologickem roztoku s glukozou

 Suspenzi rovnomeérneé naneste na
misku s MH agarem

 Po zaschnuti suspenze rozmistete
opatrneé a rovhomerneé po povrchu
agaru antibioticke disky



Difuzni diskovy test — 2
- Koncentrace atb klesa se vzdalenosti od
disku (a tedy i jeho schopnost inhibovat)

 Pokud mikrob roste az k disku, nebo ma
jen malou zonu, je rezistentni (necitlivy)

» Je-li kolem disku dost velka zona citlivosti
(vétsi nez stanovena hranice), je citlivy.



Difuzni diskovy test ucene — 1
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koncentrace
antibiotika

uroven MIC

m Antibiotikum difunduje z disku, ktery je jim napustén,
agarem. Cim dale od disku, tim je mensi koncentrace
antibiotika. V urcitém bodé je koncentrace priblizné

rovna MIC — to znamena, ze antibiotikum prestava byt
schopno inhibovat rist dané bakterie.



Difuzni diskovy test ucene — 2
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m Moznost A: LéCebna koncentrace neinhibuje rust
mikrobu. Rust mikrobu by inhibovala az vyssi
koncentrace. LéCebna koncentrace < MIC. Mikrob je
rezistentni, ledaze zvySime koncentraci (to ale muze
poskodit pacienta)

koncentrace
antibiotika

uroven MIC

Iécebna koncentrace




Difuzni diskovy test ucene — 3
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koncentrace uroven MIC

antibiotika

B Moznost B: LéCcebna koncentrace spolehlivé inhibuje
rast mikrobu. Lé¢ebnd koncentrace > MIC. Mikrob je
citlivy na dané antibiotikum.



Pamatujte si:

*V/ praxi realné porovnavame zony (merime
zonu v milimetrech a porovhavame
s hodnotou referencni zony

*Neprimo ale vlastné porovnavame
koncentrace: MIC versus lecebna
koncentrace (zvana tez breakpoint).

To ale neznamena, ze bychom mohli
realne urcovat MIC difusnim
diskovym testem — na to je ten test
prilis nepresny.



Poznamka pro zvidave:

* Ve skutecnosti se zpravidla nepouziva tzv.
prirozeny breakpoint (odvozeny z lecebné
koncentrace), nybrz jsou zohlednény rizné dalsf
faktory tak, aby in vivo bylo antibiotikum skutecné
ucinné a aby byl vcas odhalen vznik rezistentni
subpopulace kmenu (mikrobiologicky
breakpoint, klinicky breakpoint). Vice viz
napriklad stranky evropské organizace EUCAST:



http://www.eucast.org/

Difusni diskovy test po lopaté

1 Bakterie se boji antibiotika. Velka zona — nékdy dokonce tak
velka, ze se ani neda zmérit.

2 Bakterie se neboji antibiotika, jsou na né rezistentni. Mala,
anebo vubec zddnd zona kolem atb disku.



Sestavy antibiotik

» Disky se zpravidla pouzivaji v urcitych danych
sestavach. Existuji sestavy vhodné spise pro G+
Ci spiSe pri G— mikroby. Lze ovsem vytvorit i
sestavy relativné ,univerzalnich® antibiotik.
Multirezistentni kmeny ovSem jsou casto
rezistentni i na takovato antibiotika.

G+ mikrob

Sestava pro G+

Sirokospektrd sestava




Difuzni diskovy test v praxi: zony se

ZMmeri a porovnaji s referencnimi

— 74dna zdna:
Mikrob je
rezistentni
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/// ' Z0na je vetsi nez

hranicni: Mikrob je

N citlivy

o

Z0na existuje, ale je mensi nez hranicni:
Mikrob je rezistentni



Difuzni diskovy test u
pigmentovaného mikroba
( Pseudomonas aeruginosa)

www.medmicro.info




Nekdy jsou prilis velké zony

Jsou-li zony tak velke, ze
se nedaji zmérit, tak je
nemérte a prosté rovnou
napiste, ze kmen je na
dané antibiotikum citlivy.

N/

e

Zelene jsou vyznaceny
teoretické okraje zon -
vsimnéte si, ze

Z naproste vetsiny bud’
splyvaji, nebo jsou
mimo misku




Metody
testovani II:
E-test



E-testy
- Podobné v principu difuznimu diskovému
testu
» Misto disku se vsak pouzije prouzek

» V prouzku stoupajici koncentrace atb od
jednoho konce ke druhému (ziskano diky
specialni technologii — proto jsou tak drahé€)

» Z6na neni kruhova, ale vejcita.
» Test je kvantitativni

 Na papirku je stupnice - jednoduché
odecitani (viz obrazek na dalsf obrazovce)



E-testy — vyhod nocem

Hodnota MIC
se odecita
primo na
prouzku —

v miste, kde
okraj zony
protina dany
prouzek




Nekde pouzivaji specialni velke
misky

www.unifesp.b



Metody

testovani II1:

mikrodilucni
test



Mikrodilucni test

. Atb je v rade dullku v plastové desticce,
koncentrace postupné klesa

'S 4

rtst, predstavuje hodnotu MIC

» V prilozené sabloné je zpravidla oznacen
breakpoint. Je-li MIC nizsi nez breakpoint, je
kmen citlivy. Je-li MIC vyssi, je rezistentni

» Jedna desticka se zpravidla pouzije pro jeden
kmen, napr. 12 antibiotik, kazdé v 8 rlznych
koncentracich (presnéeji: dvanacte jen v sedmi,
rohovy diilek vpravo nahore je kontrola rdstu)



Jak odecist mikrodilucni test

Zjistete a zapiste hodnoty MIC pro dvanact
testovanych antibiotik

Zakaleny dlilek = roste to tam
Nezakaleny dlilek = neroste to tam
Neroste to tam = je to inhibovano

Nejmensi koncentrace, ktera inhibuje je
minimalni inhibicni koncentrace

MIC < breakpoint > kmen citlivy
MIC > breakpoint > kmen rezistentni



test — ukazka

cni

Mikrodilu




Mikrodilucni test — odecitani

' TSl Nékdy se
v dulcich
mohou
objevit
bublinky — pri
B\ odecitani si
a3 Jich
S neviimejte

(OmIic () growth control — kontrola riistu

Ve sloupcich 1, 3, 4 a 5 je hodnota MIC priliS vysoka
nez aby mohla byt zmérena. Mlzeme ale zapsat
,MIC > x*, kde ,x" je koncentrace v hornim dulku.



Priklad odecitani

F |G |H
64 |128 |64
32 |64 |32
16 |32 |16 |
8 |16 [8 |
4 |8 |4

2 |4 |2

1 |2 |1

05 |1 10,5

« E: MIC >32,
breakpoint =16,
Zaver: rezistentni

 F: MIC = 32,
breakpoint = 16,
Zaver: rezistentni



Metody

detekce

faktordl
rezistence



Zjistovani faktord rezistence

» Nékdy je lépe specialnimi metodami
zjist'ovat pritomnost konkrétnich
faktort rezistence, napr. betalaktamaz.

 Dlvody mohou byt nasledujici:

— testovani citlivosti nedava dostatecne
spolehlive vysledky (Spatna difuse
v difusnim testu, antibiotikum nepracuje primo,
ale pres metabolit...)

— chceme védet, zda jde o resistenci urcitého
konkrétniho typu (ESBL, ampC)



Nitrocefinovy test pro detekci
bézné betalaktamazy

Pouziva se v situacich, kdy vysledek difusniho,
ale i mikrodilucniho testu, je nejasny
Tyka se to zejména

« neisserii (nahrazujeme test citlivosti na penicilin)

» Moraxella catarrhalis (nahrazujeme ampicilin)

« Haemophilus influenzae (nahrazujeme ampicilin)
V praxi jde o prouzkovy test podobny
biochemickym identifikacnim testlim typu
oxidazoveho testu

Dava dobré vysledky jen u cerstvych kment,
z toho dlvodu jej prakticky provadét nebudeme
(vysledky nebyly vzdy dobré)



Dvé moznosti postupu

Obrazky z letaku vyrobce testu

B-LACT Astrip

8a. Pracovni postup pii testovani na prouzku:

1. funk¢ni z6nu diagnostického prouzku zvlhéete cca 10ul Zvlh&ovaciho roztoku

2. funk¢ni zonou diagnostického prouzku setfete z kultivaéni misky n&kolik suspektnich kolonii
3. prouZek popiste a inkubujte pfi laboratorni teplote

4. po 2 - 10 minutach odectéte vysledek testu

8b. Pracovni postup p¥i testovani ve zkumavce:

1. pfipravte asi 0,5 - 1 ml bakterialni suspenze vySetfovaného mikroorganismu ve Zvlh&ovacim roztoku
(2-4 klicky)

2. do zkumavky s takto pfipravenou bakteridlni suspenzi vloZte testovaci prouzek, protfepejte a inkubuite pii
laboratorni teploté

3. po 2 - 10 minutach odectéte vysledek testu



Vyhodnoceni

Obrazky z letaku vyrobce testu

Testovani na prouzkul Testovani ve zkumavce

Siér kolonie

1 | B® u

9. Hodnoceni testu:
Negativni reakce: roztok zistal Cerveny nebo v misté nanesené kolonie nedoslo k barevné zméné
Pozitivni reakce: roztok zeZloutl nebo v misté nanesené kolonie doslo ke vzniku Zlut& zbarvené skvrny



Testovani produkce Sirokospektrych
betalaktamaz typu ESBL

. Sirokospektré betalaktamazy jsou horsi neZ ,b&zné"
betalaktamazy (testované nitrocefinovym testem).
Dllezitym typem Sirokospekteré betalaktamazy je
,ESBL" beta-laktamaza. Testujeme ji dvéma
zpusoby. Principem obou je posileni Gcinku

antibiotika klavulanovou kyselinou. (&fekt tonoto positeni by
tu nebyl dostatecny pro lecebné pouziti, ale pro diagnostiku staci.)

- U ,testu dvojité synergie™ (nedéla se v aktualni verzi praktika) si
vSimame deformace zony betalaktamoveho antibiotika na strané
privracené k disku s ko-amoxicilinem

 V ,,CLSI testu" porovnavame ucinek stejného
antibiotika s / bez klavulanové kyseliny




Metoda CLSI

Cini-li rozdil mezi zénami
kolem diskll cefotaximu
bez inhibitoru:
cefotaximu

s klavulanatem s nim
vice nez pét milimetrd, je
kmen povazovan za
producenta
(Sirokospektré) beta-
laktamazy. Totéz plati pro
ceftazidim.

Foto O. Z.



Testy produkce dalSich typd
betalaktamaz

e U testovani konstitutivni ampC porovnavame zony
citlivosti ¢tyr betalaktamU na MH pudé bez oxacilinu a
s oxacilinem

e Vedle konstitutivnhi ampC betalaktamazy existuje takeé
indukovany typ ampC betalaktamazy. Projevi se pouze
v pripade, ze bakterie je provokovana klavulanovou
kyselinou Ci jinym aktivatorem

e V posledni dobé se objevuji nové typy betalaktamaz:
metalobetalaktamazy (hlavné u G— nefermentujicich) a
karbapenemazy (u ruznych G- bakterii)



JABCD" test

U tohoto testu
ovérujeme pritomnost
dvou typu
betalaktamaz
najednou. Rozdily mezi
jednotlivymi antibiotiky
jsou typické bud’ pro
betalaktamazu typu
ESBL, nebo pro ampC
betalaktamazu
konstitutivniho typu
(jak vidime na obrazku)

httpjmm.sgmjournals.orgcontent606715F1.expansion.gif



Screening kmend MRSA a VRE

* Pri screeningu kment MRSA a VRE (ale i
producentt ESBL) se pouzivaji specialni
screeningové pudy.

» Jsou zpravidla chromogenni, specifické
pro urcCity rod a druh bakterie, a
obsahuji ,inkriminované"
antibiotikum (napr. vankomycin u
VRE), takze citlivé kmeny tam nerostou.



MRSA (vlevo) a VRE (vpravo) na svych
specifickych chromogennich ptidach




Fagova terapie

» Jak antibiotika ztraceji ucinnost (bakterie jsou
rezistentni), dostavaji se do zorného pole opét
alernativni zptisoby Iécby.

- Je také mozné vyzkouset ucinek fagu Ci
fagoveého lyzatu (smés bilkovin
produkovanych fagem) na kulturu mikrobd
(v misté, kde byl aplikovan fagovy lyzat,
bakterie bud’ rostou, nebo nerostou). Pripadné
pouzivame preparaty, obsahujici jak lyzat, tak i
zive fagy. Prikladem je preparat STAFAL.

« Pozdéji (v J14 va P04) vyzkousime také ucinnost bakteriofdgl
na biofilm a jejich vyuziti pri takzvane fagotypizaci (zviastni
metoda identifikace bakterii)



Bakteriofagova terapie v praxi

Na tomto obrazku vidite
kmen stafylokoka,
naockovaného tak, ze
pokryva cely povrch média.
Avsak fagovy preparat
pritomnost zon lyzy — coz|f
znamena, ze kmen je |
citlivy k danému
fagovému preparatu*.
Nepritomnost zon lyzy
by znamenala, ze kmen je
vii¢i danému fagu
rezistentni. *Zde STAFAL, vyrobce
Sevapharma, a. s. (CZE)




Kontrolni
otazky

Jaky je hlavni rozdil mezi plsobenim desinfekce a plisobenim antibiotik?
Jaky typ lékd se pouziva k 1é¢bé mykodz?

Jaky typ lékd se pouziva k 1é¢bé (tézkych) virdz?

Jaky typ lék{ se pouziva k l1écbé tuberkulozy?

Jak se nazyvaji lokalni antiinfektiva?

Co znamena pojem "breakpoint"?

Které skupiny antibiotik patrici mezi betalaktamova antibiotika?

U které skupiny antibiotik jsou hodnoty MIC a MBC témér totozné?
9. Co znamenaji zkratky ESBL, MRSA, VRE a MLS(B)?

10. Které typy testl{ citlivosti na antibiotika jsou kvantitativni?

11. Co je to, kdyz se rekne ,,ampC"?

12. Ktera je nadéjna alternativa antibiotické terapie?

©®NOUAWLWDND =



STAFYLO-
KOKY




Obsah této casti prezentace




Klinicka
charakteristika:
Staphylococcus

aureus



www.brooksidepress.org

Pribéh prvni

 PaniJ. K., kucharka ve studentské menze. Ma na ruce
puchyr, naplnény zlutobilym hnisem. Nevénuje mu vsak
pozornost. Bere do ruky knedliky, které se uz nevari, ale jen
prohrivaji

e Student Milos s pritelkyni si pochutnaji na knedlicich.
Odpoledne maji schizku ... ale co to? Pul hodinu pred
schuzkou Milose najednou rozbolelo bricho, ma prujem a
zvraci. Vola pritelkyni — ta ma ale pochopeni, je na tom
stejné... Romantické odpoledne se nekona...



Kdo je vinen?

* Vinen je Staphylococcus aureus
nazev z reckeho staphylé = hrozen

* Tento ,zlaty stafylokok” s oblibou zpusobuje
hnisavé infekce kUze a koznich adnex

* Nekteré kmeny produkuji enterotoxiny, které
funguiji jako tzv. superantigeny

* |Intoxikace bakterialnim toxinem se, na rozdil od
strevni infekce, projevi velice rychle; obvykle takeé
rychle odezni

Vinna je ovsem také kucharka, ktera nedodrzela
pravidla hygieny a nevsimala si puchyre!



Pribéh druhy

e Studentka P. Z. je unavena. Ma hodné uceni, a navic ,své
dny“. Nakonec usnula, aniz by si vymeénila tampon, ackoli uz
ho méla dlouho...

* Najednou ji chytila tresavka, mdloby, horecka.
Spolubydlicka ji nasla lezici na koberci a vola 155. Objevila
se vyrazka, lezi na JIP infekcni kliniky...

Kdo je vinen tentokrat?

* Opét je vinikem Staphylococcus aureus, tentokrat kmen
produkujici toxin zvany TSST-1 (toxin syndromu toxického
Soku)

* Také tento toxin je superantigenem

« Zpusobuje toxicky Sok, typicky se vyskytuje u uzivatelek
menstruacnich tamponu



Superantigeny
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Staphylococcus aureus
(zlaty stafylokok)

Jediny pro clovéka bézné vyznamny z tzv. koagulaza
pozitivnich stafylokoku

Pavodce infekci kuize, chlupt, nehtd, otitis externa,
zanétu spojivek, infekci HCD

Nékdy také puvodce abscesu ve tkanich

Nekteré kmeny, vybavené urcitymi nikoli béznymi
faktory virulence, zpUsobuji zavazné, ale vzacné
choroby

Na druhou stranu mikroba nalezneme i na kuzi zcela
zdravych osob



Faktoru virulence, nalézanych u
S. aureus, je veliké mnozstuvi...
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Abscesy

* Na rozdil od streptokoku, které vytvareji ve
tkani zpravidla neopouzdrené flegmony, tvori
stafylokoky spise opouzdrené abscesy.

* Vznik abscesu (pomoci tzv. clumping faktoru a
plasmakoaguldzy — viz ddle!) ukazuje schéma,
prevzaté z nemeckych internetovych stranek —

vizte zde:




Priklady infekci zpusobenych zlatym
stafylokokem: Impetigo...

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/staph-impetigo.jpg
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...otitis externa
s furunklem...

www.merck.com/mmpe/print/sec08/ch088/ch088c.html.



...Ci infekce kuze s krustami...

http://www.dermatology.co.uk/media/images/Infection_staphylococcus_crusting_chin_closeup.jpg




...ale také napr. mozkové abscesy

http://www.mja.com.au/public/issues/176_12_170602/got10354 fm.html
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Klinicka
charakteristika:
Staphylococcus
sp. (koag.-neg.)



Pribeh treti

http://www.zuova.cz/informace/pic/ompovabac20b.jpg

* Mladik F. B. se zotavuje po tézkeé havarii. Do
krevniho recisté ma zavedeny dva zilni katétry
pro infusni vyzivu a odbéry krve

* Nahle se stav prudce zhorsil, objevily se vysoké
horecky, které kolisaji — osetrujici |ékar vyslovil
podezreni na septicky stav, odebira krev na
kultivaci (hemokulturu)

* Po vymeéneéni katetru a antibioticke |écbé se
stav opét zlepsil



A kdo je vinen nyni?
* Vinen je Staphylococcus epidermidis, nejbéznéjsi
z takzvanych koagulaza negativnich stafylokoku

e Koagulaza negativni stafylokoky patri do stejného
rodu jako zlaty stafylokok

* Jsou mnohem méneé patogenni nez on

* V posledni dobé jsou vsak velice vyznamnymi
puvodci infekci u oslabenych osob, zejména
nemocnicnich

* Na katétrech a jinych plastech casto tvori biofilm

Proc rikome koaguldza negativnim stafylokokium koaguldza
negativni? Dozvite se za chvili...



Staphylococcus epidermidis

Autor: Prof. MVDr. Boris Skalka, DrSc. Autor: Prof. MVDr. Boris Skalka, DrSc.
- ‘ ’ a =
- - ” "
. .
. -y
' Q ...
& \ - 9 & .
3
‘ E 4
p‘. . “'1. . ; «




Koagulaza negativni stafylokoky

* Koagulaza negativni stafylokoky (Staphylococcus
epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus a asi
ctyricet dalsich druht a poddruhu) jsou hlavni
soucasti bézné bakterialni mikroflory kuze.

 Mohou byt ale puvodci mocovych infekci, pripadné i
infekci ran, katetrovych sepsi (hlavné
S. saprophyticus) aj.

* Jejich nalez se tedy hodnoti jinak napf. ve vytéru
v nosu Ci ve stolici, jinak v moci, a zcela jinak
v hemokulture.



Stafylokoku je dnes mnoho druht

Napr. S. simiae
byl objeven
moravskymi
vedci z fitnich
vytéru kotult
veverovitych

v Z0O na
Svatém
Kopecku u
Olomouce

http://www.szu.cz/cem/zpravy/zpr09
05/sse_soubory/image005.gif



Mikrokoky
(vsuvka pro
zvidaveé)



Pro zvidaveé: néco o mikrokocich

* Mikrokoky se dlouho povazovaly za blizké
pribuzné stafylokoku. Nyni se vSak soudi, ze
pribuzné nejsou.

* Jsou to rovnéz grampozitivni koky v malych
shlucich, jsou vsak oxidaza pozitivni

e Drivéjsi rod Micrococcus se rozpadl do rodu
Micrococcus, Kytococcus, Kocuria,
Nesterenkonia a dalsich. Kocuria se jmenuje
pro prof. Kocurovi, brnénském mikrobiologovi




Mikrokoky maji krasné pigmenty .

* Micrococcus luteus je
sirové zluty (ne zlaty jako
Staphylococcus aureus),
Kocuria rosea je ruzova

* V klinickomikrobiologické
laboratori je nachazime
vetsinou jako kontaminaci. NS

Foto: archiv Mikrobiologického ustavu *‘



Diagnostika
stafylokoku



Popis pachatele (diagnostika)

* Mikroskopie: grampozitivni kok

e Kultivace: na KA kolonie vetsi (2 mm), ploché,
maslovité konzistence, bilé, anebo
(hlavné u zlatého stafylokoka) nazlatlé

* Biochemickeé testy: katalaza pozitivni, oxidaza
negativni, biochemicky lze rozlisit jednotlivé
druhy

* Antigenni analyza a specialni testy mohou pfi
patrani velice pomoci



Fotografie z databaze zlocCincu .
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Diferencialni diagnostika
stafylokoku I: od
,nheznameé bakterie” po
rodové urceni
,Staphylococcus”



Prehled mikrobiologickeé

diagnostiky stafylokokové infekce

* (Mikroskopie VZORKU (napr. hemokultury)
 Mikroskopie izolovanych KMENU

Nyni jsme odlisili grampozitivni koky od ostatnich
* (Popis kolonii na krevnim agaru)

e Katalazovy test (odliSeni strepto- a enterokoku)
e Rust na KA s 10 % NaCl

Nyni jsme jiz odlisili stafylokoky od ostatnich koku

e Odliseni zlatého stafylokoka od koagulaza negativnich
druhu

* Druhové urceni stafylokoka
e Testovani citlivosti na atb (je-li stafylokok patogenem)



Patrame po pachatel,

mikroskopicky ve vzorku

* Prohlizime mikroskopicky preparat sputa, obarveny
podle Grama

e Patrame po grampozitivnich kocich ve shlucich a
také po erytrocytech (a pripadné i jakychkoli jinych
Utvarech) . | shluky G+ koku

- <

E

" ! \ \ | LY "
Foto: 0.2 cervené kr\m 3. &




Odliseni od ostatnich podezrelych
(diferencialni diagnostika 1)

Gramovo barveni odhali vSechny bakterie, které
nepatfi mezi grampozitivni koky

Pozitivni katalaza odlisi stafylokoky od streptokoku a
enterokokU. oxidézu bychom pFipadné vyuZili k odliseni mikrokokd (v praxi
vyjimecné)

Stejnou sluzbu (a ve smési mikrobu jesté lepsi)
udéla kultivace na KA s 10 % NaCl

Orientacné muZzeme vyuzit i toho, Ze kolonie
ostatnich G+ koku nejsou bilé ¢i nazlatlé a ze
mikroskopicky netvori shluky



Gramovo barveni (opakovani)

* Udélame natér, nechame uschnout, fixujeme
plamenem, poté barvime: Gram 30 s, Lugol
30 s, alkohol 15 s, voda, safranin 60 s, voda,
osusit, imerzni obj.)

* Nyni jiz muzeme odlisit vSe co je
gramnegativni a/nebo je to tycinka, tj. vSe, co
nepatri mezi grampozitivni koky



Katalazovy test (pro pripomenuti)




Katalazovy test + a —

Foto: Veronika Hola




Popis kolonii na KA

* Popis kolonii nema konkrétni misto ve
schématu algoritmu diferencialni diagnostiky
stafylokoku. Presto je uzite¢né si jej udélat.
MUzeme ,, pojmout podezreni”: napriklad
stafylokoky mivaji oproti streptokokim bélejsi
(pripadné zlutavejsi) kolonie. Takové
podezreni je ovsem potreba oveérit.



Odliseni stafylokoku od jinych G+

kokU E

* Ve smési se stafylokok prozradi ristem na KAs 10 %
NaCl, ostatni G+ koky tu nerostou

 Mame-li Cisty kmen, odhalime stafylokoka i rychleji
nez kultivaci na KA s 10 % NaCl a to katalazovym
testem (kolonie vmichame do kapky peroxidu
vodiku). Pokud sumi, je to stafylokok

Pozor! Kdybychom preskocili predchozi kroky, udélali
bychom spatne. Pozitivni katalazu ma spousta
bakterii. Relativné prikazna je jen tehdy, vime-li, Ze
nas kmen je G+ kok



Prehled diagnostiky (zjednodusené)

x . (nebo dalsi testy)

Enterococcus Ci

http://www.ratsteachmicro.com/Staphylococci_Notes/HCOE_CAI_Review_Notes_ Staphylococci.htm



Diferencialni diagnostika
stafylokoku Il: kroky
uvnitr rodu
,Staphylococcus”



Rozliseni podezrelych stafylokoku
(diferencialni diagnostika 2)

* Volna plasmakoagulaza je pozitivni u zlatého
stafylokoka, negativni u koagulaza negativnich,
proto se tak také jmenuji

* Clumping factor neboli vazana
plasmakoagulaza se pouziva stejne, ale je
méneé spolehliva

 Komercni testy na bazi antigenni analyzy jsou
naopak velmi spolehlivé

* Hyaluronidaza je nejen spolehliva, ale i levna



Méne spolehlivé testy: hodi se pri
patrani, ale nejsou dukazem pro soud!

 Hemolyza: Koagulaza negativni stafylokoky
mohou produkovat jen delta hemolyzin, zlaté i
alfa a beta, mivaji proto mnohem vyrazne;jsi
hemolyzu

* Nazlatlé zbarveni kolonii a jejich vétsSi prumér
muze také napovédét

 Vétsi shluky v mikroskopii
jsou takeé typicke
pro zlaté stafylokoky

Foto: archiv Mikrobiologického ustavu



Clumping factor neboli také vazana

plasmakoagulaza — rychlé
e Kolonie se vmichaji do kapky kralici plasmy na
podloznim sklicku

* Pozitivita se projevi jako tvorba ,,chuchvalct”
v kapce plasmy (viz obrazek na dalsi
obrazovce)

* Nejde vlastne o KOAGULACI, ale o AGLUTINACI
plasmy

e Test neni pfrilis spolehlivy



e
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Clumping-Factor positiv Tl e :
WECL http://r-r;érr;serf.medm-ikrcijrl.jh.rl-ur;bac:-r-\u-m-.-dé_ Ry .
Clumping-Factor negativ



Volna koagulaza — klasika

* Nejklasi¢téjsi z testu pro odliSeni zlatého
stafylokoka (koagulaza pozitivniho stafylokoka)

e Klickou nabrané kolonie vmichame do kralici
plasmy ve zkumavce

e Pokud plasma koaguluje (ma konzistenci zelé),
je kmen koagulaza pozitivni



Pozitivni a negativni
plasmakoagulaza

http://microbiology.scu.edu.tw

 Prvni zkumavka —
pozitivni (gel, pri
naklonéni nemeni
tvar)

* Druha a treti
zkumavka =
negativni (tekutina,
pri naklonéni si
uchovava

vodorovnou
hladinu)




Komercni testy, napr. Staphaurex
(v praktiku je neprovadime)

* Provedenim
pripominaji
clumping factor,
ale jsou
spolehlivéjsi nez
volna
plasmakoagulaza

Oodin A

www.microbes-edu.org

 Jsou bohuzel
relativneé drazsi
oproti predchozim



Souprava Staphaurex a vysledky

http://www.pathologyinpractice.com www.microbes-edu.org




Hyaluronidaza (test dekapsulace —
,odpouzdreni®)

e Elegantni test, jehoz principem je skutecnost,
ze hyaluronidaza, produkovana zlatym
stafylokokem (ne vsak koagulaza negativnimi
stafylokoky) rozpousti pouzdro (kapsulu)
opouzdrenych bakterii. Pouziva se druh
streptokoka Streptococcus equii, pro cloveéka
nepatogenni

e 7trata pouzdra se projevi zmenou vzhledu
streptokoka (ztrata ,, hlenovitosti®)




Foto: O. Z.

Zluté "soplovity" nardst,
oranzove suche kolonie.

Bile testovane kmeny
stafylokokU.

Hodnoceni:

Kmeny C, D patri kK druhu
Staphylococcus aureus

Kmeny A, B, E patrfi mezi
koagulazanegativni
sta







Shrnuti testu k odliseni S. aureus

* Clumping faktorovy test: kolonie se vmichaji do
capky kralici plasmy na podloznim sklicku, pozitivni
je aglutinace

* Plasmakoagulazovy test: kolonie se vmichaji do
<apky kralici plasmy ve zkumavce, pozitivni je
koagulace (koagulovana tekutina). Odecita se
orientacné po 4 h a spolehlivé az po 24 h.

* Hyaluronidazovy test: K testovacimu opouzdrenému
kmeni (konsky Streptococcus equi) se priockuji
testované kmeny. Pozitivni je kmen, ktery ,,rozpousti
slizovitost” pasu streptokoka (zbavuje ho pouzdra)




Obavany ,,zlaty” to neni: a co ted™?

* Ve vétsSine pripadu se spokojime s tim, ze
jde o koagulaza negativniho stafylokoka a
netrvame na druhovém urceni

* Pokud na druhovém urceni trvame (napt.
u hemokultur), lze je proveést
biochemicky

* V nasich podminkach se nejcastéji
pouziva STAPHYtest 16 (Erba-Lachema)



Vzajemné rozliseni stafylokoku

» STAPHYtest 16 je tedy v Cesku

VVVVVV

nejbéznéjsi test k biochemickému urceni
(zejména koagulaza negativnich)
stafylokoku

e Za normalnich okolnosti zlaté stafylokoky
STHAPHYtestem neurcujeme, staci nam
testy drive popsané, popripadé komercni
testy




STAPHYtest 16 — jak ho odecist

Pozor —i kdyz se jmenuje STAPHYtest 16, zahrnuje
ve skutecnosti 17 reakci. Jako prvni se odecita test
VPT ve zkumavce. Cervenad tekutina ve zkumavce =
pozitivni VPT, bezbarva tekutina = negativni

Prvni radek STAPHYtestu = 2.-9. reakce
Druhy radek STAPHYtestu = 10.—17. reakce
Vypocitejte kod a porovnejte s kodovnikem

Kod je Sestimistny. Prvnich pét Cislic je ze trojic
testu, Sesta Cislice je z poslednich dvou



Priklad vysledku
(703 651 =S. aureus, 99,8 %, T. =1,00)
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Jiny priklad vysledku
(703 241 = S. epidermidis, 97,95 %, T. =1,00)
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Api Staph — zahrani¢ni obdoba
nasich STAPHYtestu 16

* Bez ohledu na provenienci konkrétniho testu
zustava princip stejny — kombinace véetsiho
poctu enzymatickych reakci, které se projevi
zménou zbarveni reakéniho dulku

& @& G CC.’“‘“’W’)QQO
N N 4 B 5 6 8 o A B C D s

QQQQ@OhO@.

ADH ODC|ESC GLU FRU|MNE MAL LAC | TRE MAN RAF| ne
VP BGALIAgA PAL PyrA INOVO SAC NAG I TUR ARA BGURI

http://www.microbes-edu.org



Jina varianta testu API-Staph

* Na predchozim obrazku byl API-Staph pro
automatické odecitani ve fotometru, tato
varianta je pro ,,okometrické” odecitani
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Testovani antibiotické

citlivosti a antibioticka

lécba stafylokokovych
infekci



Lécba stafylokokovych infekci

* U stafylokoku je Iékem volby oxacilin, u mocCovych
infekci cefalosporiny prvni generace. Oblibené
makrolidy jsou na misté jen u alergickych osob,
linkosamidy maji vyznam u infekci pohybové soustavy
a aminoglykosidy radéji jen v kombinaci.
Glykopeptidova antibiotika (vankomycin a
teikoplanin) jsou v rezerveé. Pouzivaji se u kmenu
rezistentnich na oxacilin, takzvanych MRSA a MRSKN.
Pokud by byl stafylokok rezistentni i na ne, nebo
pokud pacient toxické glykopeptidy nemuze uzit, lze
také pouzit linezolid.



Testovani antibiotické citlivosti

Lékem volby pro infekce S. aureus je obecné oxacilin, ale
existuji vyjimky (linkosamidy pro kostni, cefalosporiny pro
mocové infekce)

Makrolidy a tetracykliny je treba nechat jako druhou
volbu (for allergic patients). Vankomycin Ci linezolid spise
pro infekce zpusobené kmeny MRSA nebo
koagulazanegativnimi stafylokoky

K ovéreni sekundarnich rezistenci zpravidla pouzivame
difusni diskovy test —zmerime zony a porovname s
referencnimi zonami

Pochopitelné se testuji pouze kmeny povazované za
patogeny (= nikoli kmeny stafylokoku, predstavujici
soucast normalni mikroflory cloveka, nahodny nalez Ci
kontaminaci)



Zony citlivosti nekterych béznych
protistafylokokovych antibiotik

Antibiotikum Zkr |.Clie-liz | 1" je-li ,R“je-li <

nez (mm) | mezi (mm) |nez(mm)

Cefoxitin (cefalosporin); CXT |2 22/25%*

interpretace: oxacilin a dalsi 22/25% *

Erythromycin (macrolid) E >21 18-20 |<18

Clindamycin (linkosamid) DA |>22 19-21 |< 19

Ko-trimoxazol (smés) SXT [>17 15-16 |<15
Tetracyklin (tetracyklin) TE |=>22 19-21 |< 19
Chloramphenikol C >18 <18

*CXT: 22 mm S. aureus, 25 mm koagulazanegativni stafylokoky




Test citlivosti u zlatého a koagulazanegativniho
stafylokoka (zlaty stafylokok je citlivejsi)

Foto: Veronika Hola



Kvalitativni a kvantitativni testy

e Zpravidla tedy pouzivame kvalitativni testy
(difusni diskovy test). Lze vSak pouzit i
kvantitativni testy (napr. mikrodilucni test nebo E-
test). Konkrétni provedeni muze byt rizné.

Podle situace
pouzivame bud

&kvalitativni, nebo

kvantitativni testy > §

http://www.microbes-edu.org



Obvyklé pravidlo:
horsi patogen — lepsi citlivost

* Prisrovnani vysledku testu citlivosti |ze ¢asto
zaznamenat, ze horsi patogen (zde zlaty stafylokok)
je zpravidla citlivéjsi nez mirnejsi patogen
(koagulaza negativni stafylokok). Toto pravidlo je
logické: mensi patogenita je znakem adaptace,
schopnosti mikroba koexistovat s nami a
nevyvoldvat u ¢lovéka chorobny stav. 2 pfivyknuti
mimo jiné i antibiotikium, ktera pouzivame.

* Neplati ovsem vzdycky! Jsou vyborne citlivé kmeny
S. epidermidis, a jsou rezistentni kmeny MRSA.



MRSA a jejich detekce

* Meticilin rezistentni stafylokoky (MRSA) jsou
epidemiologicky zavazné kmeny, Casto zpusobujici
nozokomialni infekce

* Pricinou je zména tzv. penicillin binding proteins
(PBP)

* Na problém upozorni mala zona u oxacilinu. Ta
vSak muze byt zpusobena i jinymi vlivy

e Za prukazné se povazuje, je-li mala zona nejen u
oxacilinu, ale i u cefoxitinu

* Bonus v e-learningoveé verzi prezentace: rozsirené
informace o MRSA zde =2




Konec této casti

www.osel.cz

Obet
stafylokokové
infekce




BONUSY



MRSA a jiné
epidemiologicky
vyznamné kmeny



Meticilin rezistentni stafylokoky (MRSA):
vice informaci

www.daikoh.net/service/creansysytem.html



Historie MRSA

Plivodné byly i stafylokoky citlivé na penicilin, brzy vsak
ziskaly rezistenci betalaktamazového typu

Meticilin poprvé pouzit 1959, o néco pozdéji byl pouzit
pribuzny oxacilin (z ruznych divodu ho pouzivame radéji
nez puvodni meticilin)

Prvni vyskyt MRSA zaznamenan roku 1961, tehdy byl
ovsem ojedinély. Dnes se podil MRSA na celkové populaci

stafylokoku pohybuje v USA a vétsSiné evropskych zemi
v desitkach procent (vizte mapu na dalsi strance)

Podkladem je alterace ,,penicillin binding proteins®. Kmeny
MRSA jsou rezistentni na vSechny betalaktamova
antibiotika s vyjimkou zcela nové 5. generace cefalosporinu
(ceftarolin)
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MRSA jako medicinsky problém

e Starnuti populace
* Pouzivani imunomodulacni terapie

 Pouzivani nitrozilnich katetru a nitrotélnich
implantatu

* Pouzivani (a naduzivani antibiotik)

To vse jsou predisponujici faktory, které ovlivnuji
riziko vyskytu (nejen) MRSA



MRSA neni virulentnéjsi nez jiny kmen
S. aureus

Oproti vzité predstave je potreba si uvédomit,
ze z hlediska schopnosti vyvolat infekci se
kmeny MRSA chovaji uplné stejne jako
kterykoli jiny zlaty stafylokok. Rezistence.

k oxacilinu neni faktorem virulence kmene!

Nejsou vice, ale ani méne virulentni nez jine.

www.metrowestcleangear.com/MRSA .htm



Staphylococcus aureus (MRSA)

www.aic.cuhk.edu.hk/web8/mrsa.htm



Neni MRSA jako MRSA

* Mezi kmeny MRSA existuji velké vzajemné
rozdily

e Existuje populace tzv. EMRSA — epidemickych
MRSA, které se vyskytuji predevsim jako
nemocnicni kmeny. Jsou casto polyrezistentni a
napriklad rezistence k erytromycinu je u nich
téemeér vzdy doprovazena i rezistenci k
linkosamidum

* Naopak existuji tzv. komunitni kmeny MRSA,
které jsou vétsinou dobre postizitelné i béznymi
nebetalaktamovymi antibiotiky. V nasich
podminkach zatim stale prevazuiji.



Rozdily Ize zmapovat i PFGE
Srovnani
komunitnich a
nemochicnich .
kmenu a kmenu
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PFGE ukazuje na ***

kb

2 B

casté podobnosti, “*** - -
. v , 208.0 - - -
ale 1 znacnée e =8 =
rozdily mezi e =
kmeny. - -
80.0
Zdroj: 6.0

http://www.eurosurveillance.org/em/v11n01/1101-
227.asp 9.0




Genom jednoho z kmenu MRSA
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Rozdily jsou i v citlivosti na dalsi atb

e Zde jsou dokumentovany tri populace kmenu s
riznymi vzorci rezistence

TABLI

Characterisation of MRSA of MLST 5T254 from i_llfu::.‘liun:- in horses in VUW compared with healthcare-associated MRSA of
MLST ST254 from humans and to MRSA from infections in horses, Canada

Ho. of isolates .

1l investigated Resistance phenotypes | Resistance genes
Horses, WUW 250 5 PEN, DA, TET, GEN, TMP mach, tetM, aack -aph2” Ivd
Humans 254 § PEM, OXA, ERY, CLL, TMF FIBCA, A Ve
Horses, Canada a 1 . PEN, OXA&, ERY, CLI, GEM, OTE . mech, ermL, aack -aph2”, teth I

http://www.eurosurveillance.org/em/v11n01/1101-227.asp




Aktualni situace v Brné

* Vyskytuji se sporadické pripady MRSA ve vsech
nemocnicich, obcas se vyskytne kmen MRSA i u
ambulantniho pacienta. Celkovée v nasi laboratori
tvori kmeny MRSA 8 az 9 % vsech diagnostikovanych
zlatych stafylokoku (2011-12)

* Nastesti zpravidla nedochazi k vyznamneéjsim
epidemickym vyskytiim, zejména diky obecnému
povedomi o nutnosti dodrzovat pravidla pro
osetrovani pacientu s MRSA

* Nekteré kmeny jsou dobre citlivé na jina
antibiotika, pouze ¢ast kmenu je polyrezistentnich



MRSA — pristup k vyskytu
* Protistafylokokova vakcinace

* Eliminace nosniho nosicstvi zlatého stafylokoka
(pouze u indikovanych osob, napr. pred
chystanymi operacemi)

e Opatreni k redukci infekce zilnich vstupu
* Omezeni pouzivani dialyzacnich kanyl
* Opatreni k omezeni katetrovych infekci, zejména u

pacientu s hemodialyzou a peritonealni dialyzou
Podle



http://www.ndt-educational.org/goldsmithslide.asp

Vakcinace

* Dle informaci z internetu (viz predchozi obrazovka)
jedina davka vakciny signifikantnéeé redukuje riziko
bakteriémie v pristich deseti meésicich, a to nejvice u
nosnich nosicu

e Vakcina je dobre tolerovana, a to i u starsich a
oslabenych

 Kromé komercné dostupnych vakcin lze pouzit |
autovakciny od pacienta



Vakcinace — uspésnost

www.ndt-educational.org/goldsmithslide.asp

85 % of patients responded to the vaccine
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Eliminace nosniho nosicstvi

Ma smysl pouze kratkodobe, napyr. pred vykonem,
a nelze pouzit celkové pusobici latky

Eradikace nosniho nosicstvi ma jen omezenou
ucinnost a je obvykle jen docasna

Zalezi také na predispozici té které osoby byt
nosicem (trvalym, Ci jen prechodnym)

Provadi se lokalnimi antiseptiky, predevsim
mupirocinem

Dobreé vysledky ma udajné také pouziti extraktu
z medu vcel, pasoucich se na jisté australsko-
novozélandské byline



Prevence infekce zilnich vstupu
* | pfi oSetrovani zilnich

vstupt lzey

antibiotika

napr. mupit

napr. jodov

apod.




Omezeni katetrovych sepsi

Proplachovani hemodialyzacnich katetrti napr.
smeési gentamicinu s heparinem Ci gentamicinu
s citratem (,,antibiotic lock®)

Pouzivani katetrd napusténych urcitym
antibiotikem

Spoluprace mikrobiologu a makromolekularnich
chemikut pri vyvoji novych plastu, které nepodporuji
tvorbu biofilmu

Pri vybéru novych katetru by mél spolupracovat i
mikrobiolog (na Homolce to takto funguje)



Hlaseni a identifikace kmene

e VSechny suspektni kmeny MRSA musi byt
peclive overeny a v pripade pozitivity se hlasi
jednak na oddéleni, jednak ustavnim
epidemiologum

* Soucasti komunikace mikrobiologie
s oddélenim je konzultace vhodné a
dostatecné dlouho trvajici Iécby infekce (jde-li
o infekci a ne jen kolonizaci)

* V pripadeé vyskytu kmene MRSA na oddéleni se
pristupuje k zavedeni opatreni, jejichz cilem je
zamezit preneseni infekce na dalsi pacienty



Opatreni na oddéleni

www.daikoh.net/service/creansysytem.html.



Cim 1é¢it?

* U komunitnich kmenu MRSA lze pouziti ta
nebetalaktamova antibiotika, na ktera je kmen in vitro
citlivy (makrolidy, tetracykliny, ko-trimoxazol)

* U polyrezistentnich kmenu je nutno pouzit
glykopeptidova antibiotika (vankomycin, teikoplanin).
S tim také souvisi pozadavek nepouzivat tato antibiotika
zbytecné, aby zustala zachovana citlivost alespon na tato
antibiotika

* U rezistence na glykopeptidy, Ci jejich kontraindikace
z dUvodu stavu pacienta, pripadné dalsich zvlastnich
pripadu (kmeny produjujici Panton-Valentinuv leukocidin)
|ze pouzit linezolid ¢i nékteré z dalsich novych antibiotik



Nova antibiotika

e Streptograminova kombinace
quinupristin/daflopristin (Synercid)

* Lipopeptid daptomycin
* Nové glykopeptidy — oritavancin, dalbavancin
* Glykolipodepsipeptid — ramoplanin

U glykopeptidu a jim pribuznych latek Ize ale
ocekavat vyvoj rezistence i v souvislosti
s uzivanim stavajicich glykopeptidu



Hygienicka pravidla

* Nutno prerusit retézec nakazy

* |zolace pacienta nesmi znamenat preruseni
jeho spolecenskych kontaktu (etické zasady!)
— navstévy ovsem musi stejné jako personal
dodrzovat pravidla barierového kontaktu

e Existuje doporuceny postup pro MRSA, ktery
je dostupny na www.cls.cz, pricemz jednotliva

zdravotnicka zarizeni zpravidla maji svoje
lokalizovana pravidla
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Vysetrovani na MRSA

* U indikovanych pacientl se odebira zpravidla vytér
Z nosu a stér z perinea, pripadneée téz z rany Ci jiného
mista (tracheostomie apod.), kde lze predpokladat
pritomnost MRSA

* U takovychto pacientu se také zpravidla provadi
pravidelny screening béhem celé hospitalizace

* Indikovani pacienti = pacienti, ktefi meli MRSA,
prichazeni z oddéleni, kde se MRSA vyskytla, nebo
prichazeji k provedeni rizikové operace (pak neni ani
nutna ,nebezpecna anamnéza“)



Management nemocnice a MRSA

* V ramci nemocnice musi byt vytvoren systém,
ktery dopredu urcuje postupy ve vsech
situacich souvisejicich s moznym vyskytem
MRSA

e Zpravidla existuji dva tymy

— koncepcni tym (ktery zahrnuje reditelstvi
nemocnice, vedeni oddéleni Ci klinik apod.): urcuji
dlouhodobé trendy a smérovani opatreni slouzicich
k potlaceni MRSA a nozokomialnich infekci vibec

— vykonny tym (epidemiolog, mikrobiologové, ,stycni
dustojnici” klinik) — resSi konkrétni aktualni pripady



Konec bonusového materialu

WHAT IS MRSA?

METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA)

is a bacterium that causes infections in different parts of the body. It's tougher to treat than most strains
of stz cause it's resistant to some commonly used antibiotics.

WHEN TO SEE A DOCTOR

Keep an eye on minor skin problems — pimples,
insect bites, cuts and scrapes — especially in chil-
dren. If wounds become infected, see your doctor.
Do not attempt to treat an MRSA infection your-
self. You could worsen it or spread it to others.

SYMPTOMS

The symptoms of MRSA depend on
where you are infected. Most often

, It causes mild infections on the skin,
like sores or boils. It can also cause
mare serious skin infections or infect
surgical wounds, the bloodstream,
the lungs, or the urinary tract.5taph
skin infections, including MRSA,
generally start as small red bumps
that resemble pimples, boils or
spider bites. These can quickly turn
into deep, painful abscesses that
require surgical draining.
Sometimes the bacteria
remain confined to
the skin.

Garden-variety staph is common bacteria that can live in our
bodies. Plenty of healthy people carry staph without being in-
fected by it. In fact, 25%-30% of us have staph bacteria in our
noses.

However, staph can be a preblem if it manages to get into the
body, often through a cut. Once there, it can cause an infection.
Staph is one of the most commaon causes of skin infections in the
U.S. Usually; these are minor and do not need special treatment.
Less often, staph can cause serious problems like infected
wounds or pneumonia.
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informace



Lugoluv roztok je smeés |, a Kl

Jean Guillaume Auguste Lugol (18. 8. 1786 —16. 9. 1851) byl
francouzsky |Iékar. Narodil se v Montaubanu. Studoval
medicinu v Parizi a promoval v roce 1812. Roku 1819 se stal
ordindrem v Nemocnici svatého Ludvika, kde pUsobil az do
dlchodu. Zajimal se o tuberkulézu a mél prednasku na
Kralovské akademii véd v Pafrizi, kde se zastaval Cistého
vzduchu, cviceni, studenych koupeli a |ékU. Publikoval ¢tyfi
knihy o tuberkuléznim onemocnéni a jeho 1écbé (1829,
1830, 1831, 1834). Navrhl, Zze by se jeho jodovy roztok mohl
pouzivat k [écbé tuberkuldzy. To tehdy vzbudilo velkou
pozornost. | kdyz se Lugoltv roztok k Iécbé TBC nehodil, byl
zato Plummerem s Uspéchem pouzit k |écbé thyreotoxikdzy.

http://en.wikipedia.org/wiki/lean_Guillaume_Auguste Lugol

www.jergym.hiedu.cz




Prof. Hans Christian

Hans Christian Joachim Gram (13. zafi 1853
—14. listopadu 1938) byl dansky
bakteriolog. Gram studoval botaniku na
Kodanské Univerzité a byl botanickym
asistentem zoologa Japeta Steenstrupa. V
roce 1878 zacal studovat medicinu a
promoval 1883. V roce 1884 v Berliné
vyvinul metodu, ktera dnes slouzi k rozliseni
dvou hlavnich trid bakterii. Vroce 1891 se
Gram stal prednasejicim farmakologie, a v
témze roce byl jmenovan profesorem
Kodanské univerzité. V roce 1900 prevzal
vedeni farmakologického Ustavu.

en.wikipedia.org/wiki/Hans_Christian_Gram.




Lipopolysacharid stény G—

bakterie

* Obsahuje lipid A. Tento lipid se také nazyva
endotoxin. Je uvolnovan pri lyze bakterie. Jde o
vyznamny faktor virulence.

* Obsahuje také polysacharidovou cast. | ta je
faktorem virulence; obsahuje také antigeny
(zvané O-antigeny). Tyto antigeny jsou casto
vyznamneé v diagnostice (zvlasté u enterobakterii,
jako je Escherichia coli ¢i Salmonella)




Robert Koch

Némecky mikrobiolog Robert Koch se narodil 11. prosince 1843 v C
Zellerfeldu jako jedno z 13 déti dulniho technika. Uz v 5 letech ohrd p
kdyz jim oznamil, ze se podle novin naucil Cist. Vroce 1862 odesel Koch na
univerzitu do Gottingenu studovat medicinu. Po obdrzeni doktoratu v roce
1866 odesel na sestimésicni studium chemie do Berlina. Po obdobi vSeobecné
praxe se jako dobrovolnik prihlasil do sluzby v ve francouzsko-pruské valce v
roce 1870 a od roku 1872 do 1880 ve wollsteinském okresu. Zde uskutecnil svi
epochalni vyzkumy, které ho vynesly do Cela védeckych pracovniku. Zabyval se
zejména bacilem antraxu, tuberkuldznimi bacily a cholerovym vibriem.

Koch byl béhem Zivota vyznamenam mnoha medailemi a odménén mnoha
cenami, ziskal také nékolik ¢estnych doktoratd a stal se cestnym obéanem
nekolika mést. V roce 1905 obdrzel Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu.
Robert Koch zemrel 27. kvétna 1910 v Baden-Badenu

http://www.quido.cz/osobnosti/koch.htm .
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http://www.educationforum.co.uk/kochlesson.htm



Robert Koch pri expedici do Egypta

pri cholerové epidemii

v T




Bonusovy material:
Prehled
antimikrobialnich
latek

» Toto je pouze strucny prehled
nejdllezitéjsich antibiotik, nikoli zaruka, ze
to bude stacit ke zkousce ©

Fotografie, u kterych neni uveden zdroj, pochazeji z AISLP na intranetu FN USA v Brné



Betalaktamova antibiotika

Maji ve strukture tzv. betalaktamovy kruh
Plsobeni na bunécnou sténu

Jsou baktericidni, plsobi vSak jen na rostouci
bakterie, které si buduiji sténu

Jsou témer netoxicke (lidské bunky sténu nemaiji),
ale mohou alergizovat

Patri sem:

— Peniciliny (derivaty kyseliny penicilanové)

— Cefalosporiny (derivaty kys. cefalosporanove)
— Monobaktamy

— Karbapenemy



Rzné formy , klasického"
(Flemingova) penicilinu

« Parenteralni (injekcni) formy
— Benzylpenicilin (G-penicilin), nitrozilni. Lekem volby u
rady infekci (viz dale).
— Prokain-benzylpenicilin, nitrosvalovy. Hlre se drzi
plasmaticka davka — nepomUlze ani zvysSeni davky
— Benzatin-benzylpenicilin, nitrosvalovy. Mél by se
pouzivat pouze na streptokoky a treponemata
* Peroralni (Usty podavane) formy
— Fenoxymetylpenicilin (V-penicilin). Lékem volby u
anginy, v sekvencni léCbe* po G-penicilinu aj.

— Penamecilin *Sekvendéni Ié¢ba je postup, kde

se zacne injekcnim antibiotikem a
pokracuje se peroralnim.
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Kde je G-penicilin Iekem volby

(jen pro ilustraci!)

Meningitida a sepse zplisobena meningokoky, pneumokoky a
streptokoky.

Pneumokokova pneumonie.
Endokarditida zplsobena viridujicimi streptokoky.
Tezke streptokokove a klostridiové infekce mekkych tkani.

Anaerobni infekce vyvolané nesporulujicimi anaeroby
(s vyjimkou Bacteroides fragilis), napr. aspiracni pneumonie a

plicni absces.
Podle Konsensu

Aktinomykoza. vr s
borrelié pouzivani
Neuroborrelioza. ; antibiotik
Anthrax, diphtherie, Cervenka. subkomise pro
Neurosyfilis, kongenitalni syfilis. antibiotickou

politiku CLS JEP



Depotni formy penicilinu

(po podani se dlouho udrzuje v organismu urcita hladina)

Depotni
formy
penicilinu
pro
dlouho-
dobou
lécbu




Protistafylokokovée peniciliny

Spektrum rozsirené o stafylokoky, ale ne o jiné bakterie

Methicilin — uziva se v nekterych jinych
zemich. Pro nas je vyznamny tim, zZe figuruje ve
zkratce MRSA (u nas by byla prihodnéjsi zkratka
ORSA — oxacilin rezistentni S. aureus)

Oxacilin — indikovan pouze u stafylokokovych
infekci a u smisenych infekci stafylokokovo-
streptokokovych a stafylokokovo-
pneumokokovych. Zato v pripadé stafylokokt by
se mél pouzivat u nealergickych pacientt
striktné, nenahrazovat makrolidy, na které
velice vzrlsta pocet rezistenci






Ampicilin @ amoxicilin

NI V 4 F \Vm

Rozsireni ucinku na nekteré gramnegativni
bakterie, enterokoky a dalsi bakterie
Ampicilin je uzitecny hlavné v injekcni formé,
peroralni se prilis nedoporucuje (misto nej
radeji amoxicilin)

Amoxicilin je doporucovan k |écbé zanéth
stredniho ucha a prinosnich dutin. (Zde nema

smysl vysetrovat napr. vytér z nosu Ci ucha a
je lépe rovnou zahajit Ieécbu.)






Problém: betalaktamazy

- Rada bakterii produkuje rtizné typy
betalaktamaz, at’' uz primarné (tj. vzdycky)
nebo sekundarne (tj. jen nékteré kmeny).

V takovém pripadé napr. amoxicilin nemusi by
ucinny.

« Moznym resenim je spolu s antibiotikem
podat tzv. inhibitor betalaktamazy, ktery
zajisti ucinnost amoxicilinu (Ci jiného
antibiotika) i za téchto okolnosti (vizte téz




Ko-ampicilin a ko-amoxicilin

- Ko-ampicilin je oznaceni ampicilinu se
sulbaktamem, znamé napr. pod firemnim nazvem
Unasyn

- Ko-amoxicilin je oznaceni amoxicilinu
s kyselinou klavulanovou, znamé napr. jako
Augmentin, Amoksiklav apod.

« Nemély by se pouzivat tam, kde staci napr.
samotny amoxicilin, povzbuzuji bakterie k tvorbé
betalaktamaz. U rezistentnich bakterii jsou ale
uzitecne.



12 TABLETS
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Piperacilin a tikarcilin

Oproti predchazejicim maji Sirsi spektrum zejmena
na gramnegativni nefermentujici tycinky
(napriklad pseudomonady)

Nejsou vsak ucinné proti enterobakteriim, ktere
produkuji betalaktamazy

Lekem volby jsou prave u pseudomonadovych
infekci a infekci dalSimi gramnegativnimi
nefermentujicimi tyCinkami

Pouzwaa( se také kombinace s inhibitory
betalaktamazy, podobne jako u ampicilinu Ci
amoxicilinu.

(Piperacilin je v soucasnosti dostupny jen
v kombinaci s inhibitorem betalaktamaz

Ve 4 4

ackoli k lecbe by byl uzitecny i samotny



Cefalosporiny 1
Jsou castecné pribuzné penicilinlim
Zkrizené alergie peniciliny x cefalosporiny
mené Casté nez napr. mezi peniciliny navzajem.
V pripadé nutnosti Ize pri alergii na peniciliny za
kontroly stavu pouzit cefalosporiny a naopak
Néktereé rezistence jsou spolecnég, jiné se
tykaji pouze penicilinti, pouze cefalosporind, nebo
pouze nékterych preparatd
VétsSinou se oproti penicilindm vice vylucuji
moci, hodi se proto lépe u cystitid (véetne
stafylokokovych, misto oxacilinu)



Cefalosporiny 2

» VSechny enterokoky a listerie jsou
rezistentni na vsechny cefalosporiny —
pritom peniciliny jsou na tyto bakterie ucinné
(klasicky penicilin jen Castecneé)

» Nékdy se zvlast' vyclenuiji tzv. cefamyciny —
sem patri cefoxitin, popr. cefotetan. Vyznacuji
se lepsim puUsobenim na anaerobni bakterie.

- Cefamyciny se pouzivaji i v diagnostice,
napr. pri ovéreni kmene MRSA, jde-li o
skutecny kmen MRSA, nebo jen kmen
s hyperprodukci stafylokokove betalaktamazy



Cefalosporiny 3
I. generace: Ucinné zejmeéna na G+ bakterie, ale i
na nekteré enterobakterie.

I1. generace: lepsi ucinnost na G- bakterie, ale
nékteré (enterobaktery, serratie, Proteus vulgaris aj.)
jsou na I. i II. generaci primarné rezistentni

II1. generace: mnohem lepsi U¢innost na
enterobakterie a u nékterych (opravdu jen u
nekterych, napr. u ceftazidimu)i na G-
nefermentujici tyCinky vCetneé pseudomonad. Bohuzel
jsou vyraznymi selektory betalaktamaz!

IV. generace: ucinnost i na producenty nékterych
betalaktamaz (tzv. ampC), obecne jeste lepsi na G-
bakterie




Cefalosporiny — ukazky
1. a 2. generace
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,Nove betalaktamy"

- Monobaktamy — nejvyznamneéjsim zastupcem
je aztreonam (AZACTAM). Neucinkuji na G+.

- Karbapenemy — imipenem (TIENAM) a
meropenem (MERONEM) — na pseudomonady a
producenty Sirokospektrych betalaktamaz (na ty
se pouziva také ertapenem — INVANZ)

Injektionfinjection 1.



Glykopeptidova | e v
antibiotika

200 mg

» PUsobi také predevsim na syntézu bunécné stény (ale
nejen); nejsou pribuzna s betalaktamy. Jsou vhodna
Bouze k lecbeé infekci vyvolanych G+

akteriemi.

* Pouzivaji se jako rezervni, napr. u methicilin
rezistentnich stafylokokd (MRSA), nekterych
enterokokl a podobné

» Patfi sem vankomycin (EDICIN) a mene toxicky, ale
drazsi teikoplanin (TARGOCID)



;% ® Polypeptidova ;%

antibiotika S
- | % @
 Pusobi na cytoplasmatickou membranu >

« Jsou vysoce toxicka: ototoxicka, nefrotoxicka

- Polymyxin B se pouziva jen lokalneé (napr. soucast
usnich kapek Otosporin)

- Polymyxin E — kolistin se ve vyjimecnych pripadech
uziva celkove

» PUsobi i na nerostouci bakterie

 Rezistentni jsou vsechny grampozitivni bakterie a
vsechny protey, providencie, morganelly a serratie



Chinolonova chemoterapeutika I
PUsobi na nukleové kyseliny (inhibice gyrazy)

Od 2. generace jsou baktericidni
Nepodavat do 15 let (rlistové chrupavky)

I. generace (kyselina oxolinova) a I1.
generace (norfloxacin — NOLICIN) jen pro
mocove infekce

Hodné pouzivana III. generace — ofloxacin
(TARIVID), ciprofloxacin (CIPLOX), pefloxacin




Aminoglykosidy

» Plsobi baktericidné v avodu |
proteosyntézy v 3 R
. Jsou ot?toxmke a nefrotoxické [~ i‘
- Synergie s betalaktamy — snizeni toxicity
 Streptomycin uz jen antituberkulotikum.
Uziva se gentamicin, netilmicin, amikacin
« Neomyecin s bacitracinem = framykoin
(neomycin je prilis toxicky, proto jen lokalné)
Uz ve starych dilech ,,Nemocnice na kraji mesta" se

S v/

leci ,,gentlemanovyma koulickama"... viastne
gentamicinovymi kulickami ©

.
: J
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Ukdzky aminoglykosidd

10 ampulek 2 ml

Gentamicin A
80 m ; ) 1

Ampoule

Netromycine”

400 Single Dose Injectin (IV/IM)
ETILMICINUM 400 g (sut forma sulfas)
Schering-Plough




Makrolidy, linkosamidy,

tetracykliny, amfenikoly
- PUsobi na proteosynézu, avsak nikoli na jeji
pocatecni fazi. Vsechny jsou bakteriostaticke
- Makrolidy a linkosamidy jsou vhodné jen
pro grampozitivni bakterie (az na vyjimky,
jako jsou hemofily a nékteré G- anaeroby)

- Tetracykliny a amfenikoly maiji Siroke
spektrum

» Tetracykliny a amfenikoly patri k starsim
antibiotik@im, dnes se pro toxicitu uzivaji
spiSe méné. Naopak makrolidy se dnes az
naduzivaji.



Makrolidy (a azalidy)

- I. generace: erythromycin, v praxi se uziva
dnes uz pomerne malo.

- II. generace: roxithromycin (RULID);
josamycin (WILPRAFEN) a spiramycin se
priliS nepouzivaji

- ITI. generace: klarithromycin (KLACID),
azithromycin (SUMAMED, AZITROX).
Azithromycin se nekdy vyclenuje do zvlastni
skupiny tzv. azalidd. Od ostatnich se liSi
lepSim intracelularnim prinikem a
dlouhodobym ucinkem



Tetracyklinova antibiotika

Pomeérne siroké spektrum, ale mohou byt
sekundarni rezistence

Nesmeéji se podavat do deseti let (vyvoj zubti)

Pouzivaji se dnes méne nez drive, ale obcas jsou stale
nenahraditelné (u nékterych atypickych pneumonii,
nekterych gynekologickych infekci apod.)

Spise nez klasicky tetracyklin se dnes pouziva
doxycyklin (Deoxymykoin). In vitro se ale testuje
citlivost na tetracyklin a vztahuje se na doxycyklin.

Vzdalené pribuzna jsou nova glycylcyklinova
antibiotika. Preparat tigecyklin (TYGACIL) je
Sirokospektry a predstavuje Sanci u rezistentnich
kmend.



Linkosamidy

» Pouziva se linkomycin (LINCOCIN) a
klindamycin (DALACIN C)

- Rezervni antibiotika urcena zejmeéna
pro pouziti v ortopedii a chirurgii
» Velmi dobry Ucinek na vétsinu anaerobli

* Vyjimkou je Clostridium difficile — riziko
pseudomembranosni enterokolitidy




Chloramfenikol (amfenikoly)

Siroké spektrum a nep¥Fibuznost s jinymi
antibiotiky je jeho vyhodou

Ma vynikajici prinik do likvoru

Avsak: je vyrazné hematotoxicky (ovlivnéni
krvetvorby)

V humanni klinické praxi se pouziva pouze
chloramfenikol, ostatni amfenikoly se pouzivaly
ve veterinarni medicine

ZUstava jako rezerva, kdyby jiné moznosti
selhavaly



Makrolidy a tetracykliny:
kdy ano, kdy ne

- U onemocnéni zplisobenych
mykoplasmaty, chlamydiemi,
helikobakterem, brucellou apod. jsou
lékem volby. (Mykoplasmata nemaji
bunécnou sténu = betalaktamova antibiotika
na né neplati

- U anginy c¢i zanétu stredniho ucha pouze
tam, kde je pacient alergicky na lék volby
(penicilin, amoxicilin)
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Tetracykliny a amfenikoly — ukazky
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ANTIBIOTIRUM




Analoga kyseliny listove

\'a\"4 V «

* Nejbéznéjsi je sulfametoxazol v kombinaci
s pyrimidinovym chemoterapeutikem
trimetoprimem — ko-trimoxazol —
BISEPTOL...

- Bakteriostaticky, horsi prinik do nékterych
tkani, ale pomérné dobry prinik do
mozkomisniho moku

» Bézné se pouziva k lécbé mocovych
infekci, ale Ize jej pouzit i k IéCbé
nekterych respiracnich infekci



Nitrofurantoin (a nifurantel)

» PUsobi na metabolismus cukri. Je
bakteriostaticky. Maji pomeérné sirokeé
spektrum

- Nitrofurantoin se uziva na mocove infekce.
Podeziral se ze zavaznych nezadoucich UCinki
na gastrointestinalni trakt, ty se vsak jiz
v soucasnosti nepovazuiji za tak zavazne.

- Nifuratel se pouziva lokalng, hlavneé
v gynekologii, bud’ samotny (MACMIROR) nebo
v kombinaci s antimykotikem (MACMIROR
KOMPLEX, kombinace s nystatinem)



Nitroimidazoly

» PUsobi na syntézu nukleovych kyselin u
anaerobnich bakterii. Krome nich ale
pUsobi také na prvoky (7. vaginalis, E.
histolytica)

 Pouziva se metronidazol (ENTIZOL,
EFLORAN a ornidazol (AVRAZOR, TIBERAL).
NejCasteji se vyuzivaji v 1écbé gynekologickych
nebo strevnich infekci

« Nektera se kombinuji s antimykotiky,
napr. KLION je smés metronidazolu
s antimykotikem — Mikonazolem. Pouziva se
v gynekologii.



kazky ko-trimoxazolu a
nitroimidazoll
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Nova antibiotika

- Linezolid (ZYVOXID) je antibiotikum z nové skupiny
oxazolidinovych antibiotik. Inhibuje proteosyntézu.
Pouziva se proti G+ mikroblm tam, kde nechceme
pouzit glykopeptidy, pripadné u rezistence na né
(vankomycin rezistentni enterokoky — viz dale)

* Quinupristin+dalfopristin (SYNERCID) je
kombinovany pripravek streptograminovych
antibiotik se Sirokym spektrem ucinku

- Tigecyklin (TYGACIL) je glycylcyklinoveé
antibiotikum, o kterém jiz byla rec

« Fidaxomicin (DIFICLIR) je nové nadejné
makrocyklické antibiotikum vhodné zejména pro
lécbu infekci Clostridium difficile



Antivirotika (virostatika)

Pouzivaji se jen u zavaznych virovych
infekci, bézné se l1eCi symptomaticky

U velkého mnozstvi virt ani neexistuje
adekvatni antiviroticka lécba

V praxi se zatim nepouziva in vitro
testovani citlivosti virll na antivirotika

Lécba se proto opira spise o zkusenosti ze
zmen ucinnosti jednotlivych preparati
Zpravidla maji smysl jen je-li infekce
zachycena v inkubacni dobé nebo ve fazi
prodromu, ne jiz u rozvinuté infekce (napfr.
herpesvirove)



Prehled antivirotik (krome
antiretrovirotik)

HSV (1 a 2), VZV aciklovir p. 0., i. V., lokalné
HSV, VZV, EBV valaciklovir p. O.

CMV valaganciklovir p. O.

HSV1, HSV2 trifuridin p. O.

CMV, HBV, HSV ganciklovir . V.

RSV, chripka a jiné foskarnet i, V.

chripka A ribavirin i. V., p. 0., aerosol
hepatitida B adefovir dipivoxil p. O.

HPV podofylotoxin lokalné

HPV, VZV, HBV interferony i V.

chfipka | amantadin, zanamivir, oseltamivir

p. O.




Léky ucinné proti herpesvirtim

Pouzivaiji se lokalné i celkoveé
PUsobi proti replikaci viri
Davkuiji se po osmi az dvanacti hodinach

Pro léCbu pasoveho oparu je u acikloviru
doporuceno pouzit parenteraini formu

Pro lecbu infekci CMV se uziva ganciklovir,
valaganciklovir, cidofovir a foskarnet. Jsou

N a7/

ucinné€jsi, ale bohuzel i toxictejsi.

Pri oparu lokalizovaném na rtu Ize udajné téz pouzit extrakt z.medunky
(Mellisa officinalis), ktery obsahuje napr. kyselinu rozmarynovou. Extrakt ma
byt ucinny predevsim v pocdtecnich stadiich onemocnéni. (Nalezeno na
internetu, bez zaruky)



Herpes
simplex:
lécba
Shora: famcikloviy

valaciklovir,
acyklovir




Léky ucinné proti chripce
Pouzivaji se u oslabenych osob

Na rozdil od ockovani je nelze pouzit k primarni
prevenci, nekteré vsak Ize pouzit k profylaxi

Starsi: amantadin a rimantadin, ztraceji Ucinnost
(proti klasické chripce). Brani priniku a zaclenéni
viru do bunky

Oseltamivir a zanamivir jsou moderné€jsi a ucinngjsi
preparaty, k pouziti i proti nékterym ze soucasnych
pandemickych kment. Jsou to inhibitory
neuraminidazy

Davkuiji se po 12-24 hodinach. LéCbu je treba zahajit
co nejdrive



Prehled antiretrovirotik

Inhibitory proteaz sakinavir, indinavir, ritonavir,
nelfinavir

Nukleosidové a zidovudin, didanosin, stavudin,

nukleotidoveé inhibitory RT |zalcitabin, lamivudin, abakavir,

tenofovir, emtricitabin

Kombinace predchozich tamivudin + zidovudin
tenofovir + emtricitabin

Nenukleosidové inhibitory | nevirapin, efavirenz
RT




Dalsi antivirotika

Interferony se pouzivaji v lécbé
papllomawrovych mfeka hepatitid, VZV aj.
U¢inek je komplexni.&

Podofylotoxin se pouziva lokalné proti
papilomavirovym condylomata accuminata

Z dalsich se pouziva vidarabin,
iododeoxyuridin a mnoho daI5|ch

Rozvoj antivirotik |
je ocekavan

ttp://depts.washington.edu/nnptc/online_training/std_handboo
k/gallery/pages/rectalcondyloma.htmi



Antimykotika

 Antimykotika jsou léky na houby. ©

- Lokalni antimykotika se pouzivaji u
nekomplikovanych koznich a sliznicnich
mykotickych infekci

- Celkova léecba je nutna u systémovych
mykoz, ale i u opakujicich se nebo
komplikovanych mykoz koznich a sliznicnich
(napriklad vaginalnich)



Polyenova antimykotika: amfotericin B

- Amfotericin B je ucinng, ale velmi
toxické (nefrotoxicke) antimykotikum.

- Neptisobi priliS na dermatofyty, ale
na kvasinky ma dobrou ucinnost i pri
rezistenci na azolova antimykotika. PUsobi
i na aspergily (= kropidlaky) a mucory (=
plisen hlavickova). Navzdory toxicite
zUstava lékem volby u zavaznych infekci



Polyenova antimykotika: ambisom

- Ambisom je liposomalni derivat amfotericinu B

» Spektrum ucinnosti je zachovano, pricemz
vyskyt nezadoucich projevd je nizsi (asi
petinasobneé nizsi toxicita)

» Z klinického pohledu: aplikace nevyzaduje
nekolikahodinove infuze, ale jen asi 40 min

» Jde ovSem bohuzel o velmi nakladny preparat



Polyenova antimykotika: ostatni

- Nystatin uUcCinkuje zejména na kandidy a
pouziva se s vyhodou k eliminaci strevniho
rezervoaru kandidové infekce

- Natamycin ma podobné zameéreni. Pri
pouziti vaginalnich globuli se projevuje jeho
soucasny antitrichomonadovy efekt

» Ani tyto preparaty neucinkuji na
dermatofyty



Imidazolova antimykotika

Lokalne i celkoveé podavané preparaty, na
rozdil od vetSiny jinych se pouzivaji i peroralné

Inhibice syntézy ergosterolu v membraneé

Y 4 F \Im

Minimalni nezadouci ucinky

Hodi se k lecbé koznich a sliznicnich,
nikoli vSak systémovych mykoz

Patri sem mikonazol a ketokonazol, a dale

pouze lokalni klotrimazol, ekonazol,
bifonazol, oxikonazol a fentikonazol



Triazolova antimykotika

VA NS4

Jsou ucinneéjsi nez imidazoly, ani ne tak
spektrem ucinku, ale spise biologickym
polocasem, davkovanim apod.

Lze je pouzit i k [écbé systemovych mykoz

Patri sem itrakonazol, flukonazol a novy
vorikonazol

Flukonazol je dobre snasen a je ucinny, avsak
Candida crusei je primarné rezistentni

Itrakonazol je lékem volby u
bronchopulmonarni aspergilozy. Pouziva se
peroralne.



Analoga nukleotidd

* Flucytosin (5-fluorocytozin) se v bunce
houby méni na cytostatikum, kdezto clovek
ho prilis nemetabolisuje

- Nedoporucuje se podavat ho samotny,
spise v kombinaci s amfotericinem B.

U déti Ize monoterapii pouzit u kandidozy
mocovych cest.



Caspofungin a anidulafungin

» Caspofungin (CANCIDAS) a novy anidulafungin
(ECALTA) jsou echinokandidova
antimykotikum k lécbé invazivni kandidozy
a aspergilozy

» Jsou to rezervni antimykotika

 Nebyvaji na ne rezistence

Terbinafin a naftifin
e Jsou to novejsi latky k lécbé dermatomykoz

Jodid draselny

e Opomijena lokalni terapie nekterych kandid6z



Antiparazitarni latky .

« Antiparazitarni latky je souhrnny nazev pro
latky plsobici proti parazittim

- Ve skutecnosti je tato skupina rtiznoroda
tak, jako jsou rlznorodi paraziti sami
» In vitro citlivost se u parazitll netestuje

« Chemoprofylaxe malarie — snad jediny pripad,
kdy se antimikrobialni latka pouziva
dlouhodobée k profylaxi

» Deéli se na antiprotozoika, anthelmintika a
latky proti vnéjSim parazittim



Dalsi bonusy
k antibiotikum



 Sir Alexander Fleming (6. srpna

Sir Alexander Fleminc

1881 farma Lochfield u Darvelu _ :
v hrabstvi Ayrshire ve Skotsku — 400 -nmaomn
11. brezna 1955 Londyn) byl T s e
skotsky lekar znamy objevem  /alexnder_Fieming
baktericidnich U¢inkd lysozymu,

ale hIavne ziskanim penicilinu Attp://nobelprize.org/nobe
z plisné Penicillium notatum. prises/medicine aureates/
V roce 1922 ucinil Fleming objev s lysozymem, ktery ve
sveé dobée nemél prilis velky vyznam, ale o tricet let
pozdéji se k nému véda vratila.V roce 1928 Fleming
objevil penicilin, k tomto objevu doslo z ¢asti nahodou,
Fleming totiz nahodou nasel na staré Petriho misce
plisen usazenou na agaru. lzolovat Cisty penicilin se
nepodarilo a kdyz Fleming prednesl| tento objev svym
mimo laboratornim kolegim nikdo se o néj nezaji
Izolovat penicilin se podarilo teprve v kvétnu 1940
oxfordskému chemikovi jmeHERTETTHSt'CHETAS Teh
pritelem biochemikem iménem




Test synergismu

Na obrazku je
pozitivni
vysledek —
zona je Sirsi na
levé strané
QEWASCTISI Ffekt cefotaximu
privracene ke je umocnén kys.
ko-amoxicilinu) FAENDIEREYSUR
difundujici od
disku AMC

Cefotaxim plisobi
sam (Uzka zona)

(rozsSireni zony)



Priklad pozitivniho
vysledku

Dulezita je modre ohranicena oblast




