Stanoveni citlivosti bakterii k ATB,
stanoveni koncentrace ATB

Cil: Stanovit citlivost MO k ATB
Porovnat citlivost r Gznych MO k r iiznym ATB
Stanovit min. inhibi ¢éni koncentraci dilu ¢€énim testem




Mikroorganizmy produkuji latky s ATB vlastnostmi (sekunddarni metabolity)
— ziskavaji vyhodu nad konkurenCnimi organizmy v prostfedi v boji o misto,
Ziviny, atd.

ATB - lisi se puvodem, chemickou strukturou, spektrem Gcinnosti,
mechanizmem ucinku

- aplikovanad ATB — malo, testy, Skodlivost makroorganizmu

- Bacillus, Streptomyces, Penicillium...

Streptomyces griseus (streptomycin)
S. kanamyceticus (kanamycin)

S. erythraeus (erytromycin)

S. venezuelae (chloramfenikol)
S.aureofaciens (chlortetracyklin)

S. fradiae (neomycin)




Antimikrobi alni latky

Latky p usobici celkov é:
Antiparazitarni latky proti parazitim
Antimykotika proti kvasinkam a vilaknitym houbam
Antivirotika proti virdm
Antituberkulotika proti mykobakteriim
Antibiotika proti bakteriim (pfirodniho pavodu)
Antibakterialni chemoterapeutika také proti bakteriim, ale synteticka

V posledni dobé se stiraji rozdily mezi poslednimi dvéma

Latky p usobici lokaln é:

antiseptika



CHEMOTERAPEUTIKA = chemicky syntetizované latky, které ve velmi
nizkych koncentracich (fadové pg/ml) mohou inhibovat nebo usmrtit

(citlivé) mikroorganizmy.

ATB = jakakoliv latka p Firozeneého, semisyntetickeho nebo
syntetického p uUvodu, ktera jiz ve velmi nizkych koncentracich
(fadové pug/ml) muze inhibovat nebo usmrtit (citlive )
mikroorganizmy (prostfednictvim specifickych inhibi¢nich a¢inkd na

specifické déje).

 Mikrobicidni x mikrobistaticky ucinek

« POZOR na nezadouci ucinky!!




MECHANIZMY UCINKU ANTIMIKROBIALNICH LATEK

Inhibice syntézy BS (Beta-laktamy, glykopeptidova ATB, baktericidni)
Peniciliny, cefalosporiny, vankomycin, teikoplanin, bacitracin, cykloserin, fosfomycin

Poskozeni syntezy cytoplazmatické membrany

baktericidni
Polypeptidy (colistin, polymyxin, tyrothricin)
Antimykotika polyenového charakteru (amfotericin B a nystatin)

Inhibice proteosyntézy

kys. fusidova, oxazolidinony — linezolid a eperelinezolid

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

Porucha syntézy nukleovych kyselin

baktericidni
Interference s DNA bakterii (chinolony - gyrazy, nitroimidazoly)
s RNA (ansamiciny, rifampicin - mRNA)

Antagonismus a kompetitivni inhibice - antimetabolity

bakteriostatickeé,
sulfonamidy, trimetoprim, dapson, izoniazid
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Rezistence — primarni X sekundarni (ziskana)

Antibiotikum

Mechanizmus rezistence

peniciliny, cefalosporiny

PBP, B-laktamazy

aminoglykosidy

acetyl-, fosfo-,
nukleotidyltransferazy

chloramfenikol

acetyltransferazy

tetracykliny

efflux system
ochrana ribozému

makrolidy

metylace rRNA

streptoraminy

esterazy

linkosamidy

acetyl-, fosfotransfarazy
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Stanoveni koncentrace

Inhibice x stimulace

ATB, vitaminu,...

Zred’ovaci metody - min. koncentrace

Nefelometrické metody - fada koncentraci G&inné latky, tekuté médium s MO, mé&Feni
intenzity rdstu (zakalu)

Titrimetrické metody - fyz.-chem. zmény prostiedi (produkce kyselin), titrace

Diflzni metody - tuha média s MO, Ginna latka tvofi inhibigni/stimulagni zony
- velikost zény odrazi koncentraci
— kapkova, diskova, kominkova, jamkova metoda
E-test — kvantitativni (gradient ATB)



Mikrodilucni test

 ATB - vfadeé dulku v plastove destiCce, koncentrace postupné klesa

 MIC (minimal inhibitory concentration)
= nejnizSi koncentrace, ktera inhibuje r st mikroorganizmu

» jedna destiCka se zpravidla pouzije pro jeden kmen,
napf. 12 antibiotik, kazdé v 8 ruznych koncentracich

High concentrotion
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MIC) Minimum Inhibitery Concentration
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Difuzni diskova metoda
)







Testovani na produkci Sirokospektrych betalaktamaz

« testsynergismu - vyuziva se difuze klavulanove kyseliny od disku obsahujiciho
ko-amoxicilin (tj. amoxicilin plus pravé kyselinu klavulanovou)

cettazidume

AZIreonam

amoxicillin s . > CEfOtaXirn DﬁSObi

F clavulanic acid Efekt cefotaximu

Klebsiella pneumoniae jeu mochén kys
klavulanovou,
difundujici od
disku AMC

(rozsSifeni zony)

sam (Uzka zona)
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Stanoveni koncentrace ATB
(difuzni jamkova metoda)

Médium (Mueller-Hinton agar) je zaoCkovano kulturou Staphylococcus aureus
Standardni fada fedéni ATB (250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81 pg/ml)

Po utuhnuti agaru - jamky korkovrtem (4 na misce)

Do jamky 0,04 ml roztoku ATB, 1 miska = 1 koncentrace

6 misek se znamou koncentraci ATB + vzorek o neznameé koncentraci
Inkubace 24 hod pfi 37°C

Mueller-Hinton agar : médium bohaté na ziviny
pouZziva se pro stanoveni citlivosti k ATB a pro izolaci rodd Neisseria, Moraxella

POSTUP:

Zmerit zonu (prumér ze 4 jamek na misce)
Sestrojit kalibraéni pfimku

(prumér zony v mm / log koncentrace)

— uréeni koncentrace neznamého vzorku



Ruzné koncentrace oxacilinu - S. aureus NCTC 8511




Citlivost k ATB
(difdzni diskova metoda)

Postup:

 Na pudu s Mueller-Hinton agarem rozetfit kulturu

» Sterilné jehlou rozlozit v dostatecné vzdalenosti od sebe a kraje
misky testovaci disky s ATB

e kultivace 24 hod, 30°C

* Po 24 hod méreni inhibi¢nich zon, méfi se pramér véetné disku (v
hodnoceni je jiz velikost disku zapocitana)

 Hodnoceni: do 11 mm necitlivy mikroorganizmus
11-17 mm citlivy mikroorganizmus
nad 17 mm velmi citlivy mikroorganizmus




Pouzita ATB
erytromycin - makrolidy 1. generace
vankomycin - glykopeptidy
rifampicin - ansamyciny
chloramfenikol - amfenikoly
cefalotin - cefalosporiny |. generace
nitrofurantoin
oxacilin - isoxazolylpeniciliny (penicilindzarezistentni)
tetracyklin - cykliny
ko-trimoxazol — sulfonamidy s potencovanym antimikrobnim ucinkem

penicilin — beta-laktamy (dipeptidy)



