Stanoveni citlivosti k
antibiotikum.

Stanoveni koncentrace
antibloftik.




Antimikrobidlni Iatky

Latky pusobici celkové:
Antiparazitdrni |dtky proti parazitdm
Antimykotika profi kvasinkdm a vidknitym houbdm 0
Antivirotika proti virdm
Antituberkulotika proti mykobakteriim

AntiMicrobial
Antibiotika proti bakteriim (pfirodniho pUvodu)
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Antibakterialni chemoterapeutika také proti bakteriim, ale syntetickd

» Latky pusobici lokalné:

» antiseptika



Chemoterapeutika a antibiotik®

» CHEMOTERAPEUTIKA = chemicky syntetizované |atky, které ve velmi nizkych koncentracich
(faddoveé pg/ml) mohou inhibovat nebo usmrtit (citliveé) mikroorganizmy.

» ATB = jakdkoliv Idtka prirozeného, semisyntetického nebo syntetického puvodu, kterd jiz ve
velmi nizkych koncentracich (faddové ug/ml) mize inhibovat nebo usmrtit (citlivé)
mikroorganizmy (prostrednictvim specifickych inhibicnich U¢inkd na specifické déje).



Mechanizmy Ucinku antimikrobigalnich

|atek

» Inhibice syntézy BS - inhibice syntézy peptidoglykanu, baktericidni G¢inky na rostouci bunky
(beta-laktamy, glykopeptidy) — peniciliny, cefalosporiny, vankomycin, teikoplanin, bacitracin,
cykloserin, fosfomycin

» Inhibice propustnosti cytoplazmatické membrdny - polypeptidy (colistin, polymyxin),
antimykotika polyenového charakteru (amfotericin B a nystatin)

» Inhibice proteosyntézy konkurenéniho kmene - baktericidni: aminoglykosidy (30S),
bakteriostatické: makrolidy (50S), tetracykliny (30S), linkosamidy (50S), amfenikoly (50S)

» Inhibice syntézy nukleovych kyselin - interference s DNA bakterii (chinolony - vyvdazdani gyrdzy,
nitfroimidazoly) a s RNA (vyvdazdani RNA polymerdzy - ansamiciny, rifampicin - mRNA)

» Antagonismus a kompetitivni inhibice, antimetabolity - bakteriostatické — sulfonamidly,
trimetoprim, dapson, izoniazid




Antibiotika

Antibiotika = sekunddarni metabolity mikroorganizmu, slouzi pro potlaéeni rustu konkurenénich
MO

Prirozeni producenti antibiotik: Penicillium, Aspergillus, Acremonium, Cephalosporium,
Scopulariopsis...

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

Pfirozend a modifikovand; Uzko a Sirokospektrd;
lokdlng, ordiné nebo injekcné poddavand

Vedlejsi 0Cinky: toxicita, sekunddrni infekce
poskozenim vilastni mikroflory




Rezistence
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Hodnhoceni UuCinku ATB

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

Pro medicinu je dulezité urcit citlivost mikroorganizmu k ATB — umozni to identifikaci
Souhrn testU citlivosti bakterie na ATB se nazyvd antibiogram

Pro kultivacni testy citlivosti k ATB se vyuziva specidini Mueller-Hinton agar
MAa nizsi obsah ztuzovadla pro lepsi difuzi anfibiotika agarem.

Urceni MIC — minimalni inhibicni koncentrace ATB - je to zredovaci metoda, provddi se bud
ve zkumavce nebo na mikrotitracni desticce

Y\ a'dd

MIC = nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, pri které jesté nepozorujeme riUst bakterie




Stanoveni citlivosti a rezistencetna AITB

- kvantitativhée

» Kvantitativni diluéni E-test — papirek napustény klesajici koncentraci ATB se polozi na misku s
kulturou, sleduje se projasnéni ndrUstu a hodnota MIC

ta - “w%“ﬁi?ﬁtg Eﬁgﬁ%ﬁ%




Stanoveni citlivosti a rezistencetna ATB

- kvantitativhée

Mikrodiluéni test

» Mikrotitracni desticka s jamkami, kde
postupné klesd koncentrace ATB

» Urcuje MIC (nejnizsi koncentrace co
inhibuje mikroorganizmus)

Doxycycline
{Growth in all wells, resistant)

X Sulfamethoxazole
(Trailing end point; usually read where there
is an estimated 80% reduction in growth)

r Streptomycin
{No growth in any well; sensitive at all
concentrations)

=
Ethambutol

(Growth in second wells;
> ethanmbutol and kanamycin
equally sensitive)

Kanamycin

Decreasing concentration of drug -

Caopyright & 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.




Stanoveni citlivosti a rezistencetha AITR

- kvalitativhe

» 1. kapkovd metoda — ATB se kape na povrch tekutého média s kulturou

» 2. diskova metoda - na agarové plotny s naockovanou kulturou se kladou disky nasyceny
antibiotiky. Mé&fi se prOméry inhibi€nich zon, které se interpretuji podle tabulek hranicnich
hodnot rezistence




Stanoveni citlivosti a rezistencetna ATB

- kvalitativhe

» 3. kominkovd metoda - do agaru se vtlaci kominky, do nich se pipetuji roztoky ATB

» 4. jamkovd metoda - do jomek v agaru se pipetuji roztoky ATB




Stanoveni citlivosti a rezistence na ATB

» Test synergizmu - testovdni na produkci Sirokospekirych betalaktamaz (enzymy inhibujici
betalaktamové ATB)

» vyuzivd se difuze klavulanoveé kyseliny od disku obsahujiciho ko-amoxicilin

Double disc test for K. pneumoniae TEM-10*

Ceftazidime 30 Augmentin 20+10 Cefotaxime 30 pg



Stanoveni citlivosti k ATB difuznitn

testem — diskovd metoda

» Testovany kmen se rovnomeéerné rozetre po povrchu
agaru a na roztér se nakladou papirovée disky
napusténé antimikrobialni Iatkou

» Béhem kultivace difunduje Iatka z disku horizontdlné do
okolniho agaru v koncentracnim gradientu.

» Uc&innd latka se projevi vytvorenim kruhové, tzv.
inhibi¢ni zény kolem disku.

» Citlivost mikroorganizmu k testované ldatce se urci z
velikosti inhibi¢ni zény.




Postup — diskovd metodo

» Na agar rozeftrit hokejkou kulturu (0,2 ml) a
nechat zaschnout

» Sterilni jehlou rozlozit disky s ATB
» Kultivovat 24 - 36 h, 37°C

» Sledujeme velikost inhibicnich zon
vytvorenych kolen diskU

» Z6na 5- 11 mm = citlivy mikroorganismus

» ZO6na nad 12 mm = velmi citlivy
organismus




Stanoveni koncentrace ATB — difuzni

jamkovda metodo

» Do jamek na agaru s kulturou se napipetuje roztok antibiotika o zndmé koncentraci
» Po kultivaci se okolo jamky vytvori inhibiéni zona

» 7 hodnot pruméru zon rezistence kolem jamek se standardnimi roztoky se sestroji kalibracni
pfimka sledujici zavislost proméru zony v mm na logaritmu koncentrace

» 7 kalibracni primky se stanovi nezndmd koncentrace vzorkU antibiotika




Postup — difuzni jamkovd metoda

Na misku s Mueller-Hinton agarem naockovat kulturu S. aureus, nechat ztuhnout
Pripravit standardni fedici fadu ATB (250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81 ug/ml)
Popsat misky — vzdy 1 miska = 1 koncentrace

+ 1 miska vzorek o neznadmeé koncentraci
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Do misky vyvrtat 4 jamky steriinim korkovrtem (etanol a ozehnuti), agar odkladdat do Petriho
misky — infekZni!

v

Do kazdé jamky napipetovat 40 yl dane koncentrace roztoku ATB

v

Opatrné zachdzet, nevylit roztoky
» Kultivovat 24h, 37°C
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Hodnoceni

Diskova metoda
Zméfit inhibicni zony — méfi se promér véetné disku
Do 11 mm — necitlivy mikroorganizmus

11 =17 mm — citlivy

Nad 17 mm - velmi citlivy

Jamkovd metoda
Iméfit 4 zony na misce (v mm) a vypocitat promér
Sestrojit kalibracni kfivku — promér zony v mm/log koncentrace

Urcit koncentraci nezndmého vzorku




