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Co Uz umime

e Umime pouzivat tri diagnostické metody

— mikroskopii jako nativni preparat, jednoduché a
Gramovo barveni a barveni pouzder

— kultivaci mikrob{ na tekutych a pevnych ptdach (na
pevnych pldach ziskame kmen)

— biochemickou (a jinou) identifikaci vykultivovanych
kment mikrobd
e Vime, jak bojovat s mikroby pomoci
dekontaminacnich metod a umime otestovat,

zdaje urcita metoda v daném pripade dostatecné
ucinna




Pohadka

 Bylo jednou jedno antibiotikum, rikejme
mu treba ampicilin. A to se rozhodlo
vyrazit do svéta a pomahat lidem
bojovat s mikroby.

 Bylo to statecne antibiotikum,
odhodlané vyzrat na kazdého mikroba,
ktery by se naskytl v dohledu. Ale
ouha...




Ampicilin potkava mikroby...

» Prvni mikrob se jmenoval Proteus mirabilis
a opravdu se nechal ampicilinem znicit.
Ampicilin to povzbudilo, a tak Sel dal

» Jenze potkal mikroba jménem Klebsiella
pneumoniae, a to ho vydesilo. Ampicilin
otravene rekl: Ach jo, na tebe nemam,
klebsielo, ty jsi na mé primarneée
rezistentni, s nim nic nenadélam... no nic,
pUjdu radsi zase dal, a na tebe poslu
neéjakého ucinnejsiho brasku...




Do tretice

o Ampicilin potkal mikroba Escherichia coli.
To je dobré, rekl si, tu by se mi mohlo
podarit znicit. Ale ouha... jak se do ni
pustil, vysmekla se mu, utekla a
chechtala se: Chi chi, ty si myslis, ze na
me vyzrajes, ja jsem sice kdysi byla na
tebe citliva, ale postupnée jsem na tebe
ziskala sekundarni rezistenci, a tak
ted’ se mnou nic neporidis!




PIa¢ ampicilinQv

e se rozléhal tkani. Ale prisel k nému
mikrobiolog a rekl: neboj, ampiciline,
pristé to udelame lépe. Kazdého
mikroba, ktery by na tebe mohl byt
citlivy, ale mohl by byt i rezistentni,
otestujeme, abychom se presvedcili, jak
na tom jsme. A kdyz nebudes co platny
ty, pomUze nékdo z tvych braskd.

I zaradoval se ampicilin, a rozbehl se
pomahat lidem dal.




Pouceni z nasi pohadky

e Nekteré mikroby jsou na nektere
antibiotika primarné rezistentni. Nema ani
cenu jejich citlivost na né testovat, je
vzdycky nulova.

» Jiné mikroby mohou (ale nemusi) ziskat
sekundarni rezistenci. Potom

— se bud’ otestuje citlivost mikroba in vitro na
danou antimikrobialni latku

— nebo se zjisti, zda prislusny mikrob obsahuje
urcCity faktor, zodpovedny za rezistenci




Moznosti ,,boje" s mikroby

o Imunizace — vyuziva prirozenych
mechanismU makroorganismu

e Dekontaminacni metody — hrubé
fyzikalni a chemické vlivy, plsobeni
vhe organismu (viz minulé praktikum)

o Antimikrobialni latky — jemng, cilené
pusobeni uvnitr organismu s cilem
maximalniho zasahu mikroba a
minimalniho vlivu na makroorganismus




Druhy antimikrobialnich latek

« Latky pusobici celkoveé:
. proti parazitim
— Antimykotika proti kvasinkam a vlaknitym houbam
— Antivirotika proti virim
— Antituberkulotika proti mykobakteriim
— Antibiotika proti bakteriim (prirodniho ptivodu)

— Antibakterialni chemoterapeutika take proti
bakteriim, ale synteticka

V posiledni dobe se stiraji rozdily mezi poslednimi
advema

Latky pusobici lokalné: antiseptika




Jesté dekontaminace, nebo uz
antimikrobialni latka?
¢ Hranice mezi dekontaminacnimi metodami a
antimikrobialnimi latkami je neostra.

Zpravidla se za dekontaminaci jesté povazuje
l plsobeni na neporusenou kizi.

Aplikace do rany uz znamena uziti
antimikrobialni latky (antiseptika)

DUsledky i legislativni: dekontaminacni
prostredky schvaluje hlavni hygienik, ,
antimikrobialni latky (jako ostatni léky) SUKL




PUsobeni urcitych vlivdl na mikroby I
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dolni mez preziti  dolni mezrustu °® horni mez rlstu horni mez preziti
{letalni, mikrobicidni) (inhibi€éni) nptlmum (mez mnoZeni) ({usmrcujici hodnota)

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

horni mez rustu horni mez preziti
(mez mnoZeni) (usmrcujici hodnota)

* Pri pusobeni antimikrobialnich latek ma
logicky smysl| pouze prava polovina osy




PUsobeni vlivll na mikroby II

e Pri dekontaminaci trvame na usmrceni
mikrobl (mikrobicidni efekt)

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

» Toto vSak neplati u akutnich stavt Ci
imunokompromitovanych pacientt, kde se
snazime o mikrobicidni pUsobeni vzdy




MIC a MBC

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

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

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




Primarné baktericidni a primarnée
bakteriostaticka atb

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

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

V praxi je treba vyvarovat se pouziti
bakteriostatickych antibiotik u
zavaznych akutnich stavi,
imunosuprimovanych pacientl apod.




Primarné baktericidni a primarné
bakteriostaticka atb

Primarné baktericidni atb]
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toxicita pro makroorgs.
Primarneé bakteriostaticke atb




Mechanismy pusobeni antibiotik
» Na bunécnou sténu (baktericidni)

— Betalaktamova antibiotika
— Glykopeptidova antibiotika (Castecne)

e Na cytoplasmatickou membranu —
polypeptidy (baktericidni)

* Na nukleovou kyselinu — chinolony
(baktericidni)

e Na proteosyntézu: aminoglykosidy
(baktericidni); makrolidy, tetracykliny,
linkosamidy, amfenikoly (bakteriostaticke)

* Na metabolismus — sulfonamidy,
bakteriostaticke




ProC je neprobirame podrobnéji

» Podrobnosti o jednotlivych skupinach a
jejich pouziti se dozvite na prednasce
nebo se je doctete v ucebnici

e Prehled antibiotik vam dale nabizim ve
studijnich materialech na IS MUNI.

 Dale si antibiotika proberete v ramci
vyuky farmakologie

o MUzete si také zapsat predmeét ,Zaklady
antimikrobialni terapie™ VSATO0S81 —
predmeét je jednosemestralni a je povinné
volitelny ve 4. nebo 5. rocniku studia




Rezistence mikrobl na
antimikrobialni latky

¢ Primarni rezistence: vSechny kmeny daneho
druhu jsou rezistentni. Priklad:
betalaktamova atb neplsobi na
| mykoplasmata, ktera vlibec nemaji sténu.

Sekudndarni rezistence: vznikaji necitlive
mutanty, a ty pri selekcnim tlaku antibiotika
zacnou prevazovat. (Escherichie mohou byt
citlivé na ampicilin, ale v posledni dobé
vyrazné pribyva rezistentnich kmenu




Mechanismy rezistence

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

» Mikrob enzymaticky steépi antibiotikum
(napriklad betalaktamazy stépi
betalaktamova antibiotika)

Znalost prislusného mechanismu nam
umoznuje pokusit se na mikroba vyzrat




Inhibitory betalaktamaz — 1

Pasobime-li samotnym antibiotikem, je
inaktivovano bakterialni betalaktamazou.




Inhlbltory betalaktamaz — 2

e Ma-li vsak
laktamaza na
vybér atraktivnejsi
substrat, zvoli si
ho, a antibiotikum
pak mlze
nerusené pusobit.
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Priklady antibiotik
potencovanych
inhibitory
betalaktamaz

o Inbvidek o obsabu 60O mg
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Epidemiologicky vyznamneé rezistence — 1

e MRSA — methicilin rezistentni stafylokoky.
Nevpousteji do svych bunék oxacilin ani jiné
betalaktamy. Mnohé MRSA jsou rezistetni
také na dalsi atb (makrolidy, linkosamidy).
Citlivé zlstavaji glykopeptidy (vankomycin,
teikoplanin).

e VISA, VRSA - stafylokoky castecné nebo
uplné rezistentni i na glykopeptidy

e VRE — vankomycin rezistentni enterokoky.
Snadno se Sifi — enterokoky ma spousta lidi

ve stolici




Epidemiologicky vyznamne rezistence — 2

» Producenti ESBL (Extended Spectrum Beta
Lactamase). G- bakterie (klebsiely, ale i E£.
colf aj.) mohou tvorit Sirokospektre
betalaktamazy, kde ani ucinek inhibitort
neni dostatecny. Ucinneé byvaji jen
karbapenemy a nekdy néktera ne-
betalaktamova atb.

o MLS rezistence je sdruzena rezistence na
makrolidy a linkosamidy (a steptograminy),
u streptokokd a stafylokokl. U S. aureus
zatim nastésti vzacne.




JSAntibioticka 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
|ékari predepisovat volneg, a ,vazana atb", jez
musi schvalovat antibioticke stredisko

Atb strediska byvaji zrizovana pri velkych
nemocnicich. Délaji i poradenskou cinnost.




Metody zjistovani citlivosti in vitro
o ZjiSt'ovani citlivosti in vitro = v laboratori
» Nezaruci stoprocentni ucinnost lecby

e Presto vhodné u vétsiny nalezll
kultivovatelnych patogennich bakterii
V béeznych pripadech kvalitativni testy
(citlivy — rezistentni)
V indikovanych pripadech kvantitativni
(zjistujeme MIC). Jde zpravidla o rizikové
kmeny u rizikovych pacientu.




Difuzni diskovy test — 1

 Na MH (nebo jiny) agar se stetickou plosnée
naockuje suspenze baktérie

e Pak se nanaseji tzv. antibiotické disky —
papirky napusténé antibiotikem

o Atb difunduje z disku agarem dal

o U standardni Petriho misky se pouziva
zpravidla Sest diskl, nékdy se dava jesté
sedmy doprostred




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

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

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




koncentrace ; : uroven MIC

Antibiotikum difunduje z disku, ktery je jim napusten,
agarem. Cim dale od disku, tim je mensi koncentrace
antibiotika. V urcitém bode je koncentrace rovna MIC — to
znamena, ze antibiotikum prestava byt schopno inhibovat

rlst dané bakterie.




koncentrace ; : uroven MIC

antibiotika . ,
lecebna koncentrace

Lécebna koncentrace neinhiuje rist
mikrobl. Rlst mikrob{ by inhibovala az vyssi
koncentrace. LéCebna koncentrace < MIC. Mikrob
je rezistentni, ledaze zvysime koncentraci (to ale

muze poskodit pacienta)
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lecebna konc.
koncentrace . uroven MIC

Moznost B: Lé&ebna koncentrace spolehlivé
inhibuje rlst mikrobl. Lé¢ebna koncentrace >
MIC. Mikrob je citlivy na dané antibiotikum.




Pamatujte si:

*V/ praxi sice porovnavame zony (mefime zonu
v milimetrech a porovnavame s hodnotou
referencni zony), ale neprimo vilastne
porovhnavame koncentrace: vVersus

Poznamka pro zvidave: ve skutecnosti se zpravidla nepouziva
tzv. prirozeny breakpoint (odvozeny z lecebné koncentrace),
nybrz jsou zohlednény ruzne dalsi faktory tak, aby in vivo bylo
antibiotikum skutecne ucinnée a aby byl vcas odhalen vznik
rezistentni subpopulace kmenu (mikrobiologicky breakpoint,
klinicky breakpoint). Vice viz DOPLNIT.




Difusni diskovy test po lopaté
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m 1 Bakterie se boji antibiotika. Velka zéna — nekdy
dokonce tak velka, ze se ani neda zmerit.

m 2 Bakterie se neboji antibiotika, jsou na ne
rezistentni. Mala, anebo vubec zadna zéna kolem
atb disku.




Difuzni diskovy test v praxi: zony se

ZMeEri a porovnaji s referencnimi
e ol

<




Nekdy jsou prilis velké zony

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

Zeleneé jsou vyznaceny\ §
teoreticke okraje zon —\}
vsimnéte si, Ze B
Z naprosté vetsiny bud’ @8
splyvaji, nebo jsou D)
mimo misku




E-testy

e Podobneé v principu difuznimu diskovému
testu

e Misto disku se vsak pouzije prouzek

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

e ZOna neni kruhova, ale vejcita.
» Test je kvantitativni

» Na papirku je stupnice — jednoduché
odecitani (viz obrdazek na dalsi obrazovce)




E-testy — vyhodnoceni

Hodnota MIC ~ =ome 7 gl
se odecita
primo na
prouzku —

v miste, kde
okraj zony
protina dany
prouzek




Nekde pouzivaji specialni Ctvercove
misky




Mikrodilucni test
 Atb je v radeé dllkd v plastové desticce,
koncentrace postupné klesa

"RAVAAV A 4

predstavuje hodnotu MIC

V prilozené sabloné je zpravidla oznacen
breakpoint. Je-li MIC nizsi nez breakpoint, je
kmen cilivy. 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 dulek vpravo nahore je kontrola rustu)




Mikrodilucni test — ukazka
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Kdy nestaci ,citlivost”

» U mocovych infekci by nas mél zajimat breakpoint
odvozeny od koncentraci dosazitelnych v modi,
nikoli v séru. (U vetSiny mocovych infekci se ovsem
MIC nezjistuje)

» U abscesl, procest v kostech a zejména u
meningitid: breakpointy jsou vyjadrenim
koncentrace atb predevsim v séru, a ze v rlznych
mistech téla mohou byt mnohem nizsi

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




Zjistovani faktory rezistence

o Neékdy je Iépe specialnimi metodami
zjistovat pritomnost konkrétnich faktort
rezistence, napr. betalaktamaz.

e MUzZe se jednat o diagnostické prouzky
(chemicky prtkaz daného enzymu) nebo
testy na jiném principu.

e Pouziva se zejmena tam, kde testy
citlivosti nedavaji spolehlivé vysledky
(z rlznych dAvodd, napr. neplsobi
testovana latka primo, ale jeho metabolit,
a podobneé)




Testovani kmend na produkci béznych

betalaktamaz

e Pouziva se tam, kde vysledek difusniho
diskoveho testu, popr. ani mikrodilucniho testu

neni spolehlivy
e Zejména se to tyka
> neisserii (penicilin)
» Moraxella catarrhalis (ampici
» Haemophilus influenzae (am

in)

Dicilin)

e Provedeni testu je stejné jako u biochemickych
identifikacnich testl (oxidazovy test)




Testovani na produkci
Sirokospektrych betalaktamaz

e U Sirokospektrych bekalaktamaz ma
inhibitor betalaktamazy (napr. kyselina
klavulanova) svij ucinek, i kdyz neni dle
dostupnych Udaju dostatecny pro lécbu in
vivo. Lze ho vsak vyuzit pro diagnostiku.




Ukol 1: Naockovani difusniho testu

* Pripravte suspenzi bakterie ve
fyziologickem roztoku s glukozou

e Suspenzi rovhomerneé naneste na misku
s MH agarem

e Po zaschnuti suspenze rozmistéte
opatrneé a rovhomerne po povrchu
agaru antibiotickée disky




Ukol 2: Odecteni testd citlivosti

o Odectéte tri sady testu citlivosti u
dvou kmenu bakterii

 Predpokladany vysledek:
G+ mikrob

vets. rezistentni

G- mikrob
vets. rezistentni

Sestava pro G+
Sestava pro G-

Sirokospektra
sestava




Ukol 3: Odetteni testd citlivosti pro
pripad mocove infekce

e Odectéte obdobnym zplisobem jako u
predchoziho Ukolu testy u dvou kmenU
(Escherichia coli a Enterococcus faecalls)

e PovSimnéte si latek, ktereé se
nepouzivaji pri lecbé systémovych
infekci, napriklad nitrofurantoinu




Ukol 4: Odecteni mikrodilu¢niho testu

o Zjistéte a zapiste hodnoty MIC pro
dvanact testovanych antibiotik

o Zakaleny dililek = roste to tam
 Nezakaleny diilek = neroste to tam
* Neroste to tam = je to inhibovano

» Nejmensi koncentrace, ktera inhibuje je
minimalni inhibicni koncentrace




Ukol 5: Odecteni E-testu

»Odectéte E-test, a zapiste, zda je kmen
citlivy Ci rezistentni, pomoci prilozeného
breakpointu

*Tam, kde okraj zony krizi
prouzek, je hodnota MIC
Z technickych divodd je

v pondélnim praktiku jen
jeden denonstracni E-test

+ obrazky k promeéerent.




Ukol 6: Betalaktamaza u hemofil{l

e U dvou kmentl ovérte produkci
betalaktamazy pomoci diagnostického
prouzku

» Produkce betalaktamazy se projevi
zméenou reakcni plosky — tedy stejné
jako napr. u oxidazoveho testu




Ukoly 7 a 8: Detekce Sirokospektrych
betalaktamaz (ESBL) dvéma zplsoby

» Oba testy jsou zalozeny na porovnani
ucinku téhoz antibiotika (cefotaximu,
ceftazitimu) bez pomoci kyseliny
klavulanové a s pomoci teto latky

» U testu synergismu se vyuziva difuze
klavulanové kyseliny od disku obsahujiciho
ko-amoxicilin (tj. amoxicilin plus prave
kyselinu klavulanovou)

o U druheého testu jiz mame primo disky
téhoz atb bez kyseliny klavulanoveé a s ni




Ukol 7: Je pFitomno rozsireni |
disku CTX (CTZ) ve sméru k disku
AMC (ko-amoxicilin)?

Na obrazku
je pozitivni
vysledek —

Lo in Liedd . Cefotaxim plsobi
£0Nd J? >IfS| I.EfEkt cefo“tammu sam (uzka zona)
IEREYE je umocnén kys.
strané klavulanovou,

difundujici od
disku AMC

(rozsireni zony)




Priklad pozitivniho vysledku (T7)

Dllezita je modre ohranicena oblast




K ukolu 8

Cini-li rozdil mezi
zdnami kolem diskU
cefotaximu bez
inhibitoru : cefotaximu
s klavulanatem s nim
vice nez pét milimetrd,
je kmen povazovan za
producenta
(Sirokospektrée) [3-

laktamazy. Totéz plati
pro ceftazitim.
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