PREDMET ANTIBIOTICKA REZISTENCE

CVICENI I.

STANOVENI FENOTYPU REZISTENCE K VYBRANYM
ANTIBIOTIKUM

Stanoveni citlivosti bakterialniho kmene k antibiotikim umoZiuje vybér G¢inné terapie pro 1écbu
bakterialnich infekei, coz vede k zrychleni 1é¢by pacienta a omezeni rozvoje antibiotické rezistence. Pro
stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam jsou pouzivany metody difuzni nebo dilu¢ni. Mezi
nejpouzivanéjsi difiizni metody fadime diskovou difiizni metodu a E-test (neni povazovan za referencni
metodu). Tyto metody jsou jednodussi na provedenti, ale v piipadé diskové diftizni metody poskytuji jen
kvantitativni vysledek. Naopak vyhodou diluénich metod je uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC), jedna se tedy o kvantitativni metody. MIC je definovana jako minimalni koncentrace
antimikrobialni latky, ktera zastavi riist bakterie. Mezi referen¢ni dilu¢ni metody fadime agarovou
mnohem piesnéjsi a konkrétnéjsi vysledek.

Mezi dalsi fenotypové metody fadime double-disk synergy test (DDST), ktery slouzi k prukazu
produkce Sirokospektrych beta-laktamaz (extended spectrum beta-lactamase, ESBL). ESBL enzymy
hydrolyzuji vétSinu beta-laktamovych antibiotik jako jsou peniciliny, cefalosporiny a monobaktam
aztreonam.

Reference:

Bagul S. U., Sivakumar S. M. ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY TESTING: A REVIEW ON
CURRENT PRACTICES, Int J Pharm. 2016; 6(3): 11-17.

Drieux L., Brossier F., Sougakoff W., Jarlier V. Phenotypic detection of extended-spectrum (-
lactamase production in Enterobacteriaceae: review and bench guide, Clinical Microbiology and
Infection. 2008; 14(S1): 90-103.

ULOHA 1: Testovani citlivosti diskovou diftizni metodou
Testované kmeny: E. coli ATCC 25922 (referenéni kmen), testované izolaty
Postup:

1) Pro kazdy testovany izolat si ozna¢ime jednu denzila zkumavku.

2) Do denzila zkumavky napipetujeme 2 ml sterilni destilované vody.

3) Nekolik kolonii (pfiblizné 3 — 4 kolonie) resuspendujeme ve 2 ml sterilni destilované vody
pomoci bakteriologické klicky.

4) Zkumavku s bakteridlni suspenzi zvortexujeme.

5) Zakal suspenze bakterii zméfime pomoci fotometru. Zakal by mél odpovidat hodnoté 0,5
McFarlandovy stupnice (tj. = 1 —2-10® CFU/ml). Pokud je zékal nasi suspenze vy33i, fedime ho
pomoci sterilni destilované vody (vodu piikapavame pomoci Pasteurovy pipety). Pokud je zakal
nasi suspenze nizsi, priddvame kulturu. Vzdy si bereme ¢istou sterilni klicku.

6) Vychozi inokulum fedime ve fyziologickém roztoku v poméru 1:100 tak, ze 30 pl
homogenizované suspenze pipetou preneseme do 3 ml sterilniho fyziologického roztoku (URIN
zkumavky se Zlutym uzavérem), pokud pouzivame Petriho misky o priméru 150 mm, davame
50 ul homogenizované suspenze do 5 ml sterilniho fyziologického roztoku. Pocet bun¢k ve
vysledné suspenzi uréené pro o¢kovani ploten odpovida piiblizné 106 CFU/m.

7) Suspenzi ihned (nejdéle v8ak do 15 minut od pfipravy) sterilné nalijeme na povrch piedsusené
plotny s Mueller-Hintonovym agarem. Pieliti celého povrchu plotny docilime jejim naklanénim
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na vSechny strany. Nasledné je potieba plotnu nahnout az do kolmé pozice a odpipetovat
prebytec¢né inokulum.

8) Inokulum naockované na povrchu Mueller-Hintonova agaru nechame dobie zaschnout. Na
vlhkych plotnach se vytvari nehodnotitelné zony inhibice.

9) Pomoci dispenzoru umistime na plotnu piislusné antibiotické disky. Ve chvili, kdy se disk
dotkne agaru, zaCina difuze antibiotik. Z tohoto divodu po polozeni diski S nimi
nemanipulujeme a neposouvame je.

10) Plotny umistime do termostatu (vickem nahoru, neobracet, aby disky nespadly) a inkubujeme
pii 37 °C pies noc (16-18 hodin).

11) Po inkubaci zmétime pruméry zon inhibice vytvoiené v okoli antibiotickych diski u
testovanych izolati a kontrolniho kmene E. coli ATCC 25922 a zapiSeme si piesné hodnoty
[mm]. Primér zony inhibice se méfi ve dvou na sebe kolmych smérech a jako okraj zony se
povazuje okraj viditelny pouhym okem. Vysledky porovname s primeéry inhibi¢nich zén u
enterobakterii publikovanych v metodice CLSI 2015 (Tabulka 1). Priméry inhibi¢nich zon u
kontrolniho kmene E. coli ATCC 25922 porovname s hrani¢nimi hodnotami uvedenymi v CLSI
(Tabulka 2) pro ovéfeni spravného provedeni diskové difiizni metody.

Tabulka 1. Hrani¢ni hodnoty zén inhibice antibiotik u enterobakterii dle CLSI 2015

Hrani¢ni hodnoty pro
Obsah ATB v

Antibiotikum Zkratka disku pramér zony inhibice [mm]  Reference
S I R

Ampicilin AMP 10 pg >17 14-16 <13 CLSI 2015
Streptomycin S 10 ng >15 12-14 <11 CLSI2015
Sulfonamidy S3 300 pg >17 13-16 <12 CLSI 2015
Tetracyklin TE 30 pg >15 12-14 <11 CLSI 2015
Trimetoprim-sulfametoxazol SXT 1.25/23.75ug  >16 11-15 <10 CLSI 2015
Chloramfenicol C 30 pg >18 13-17 <12 CLSI 2015
Cefalotin KF 30 pug >18 15-17 <14 CLSI 2015
Kyselina nalidixova NA 30 ug >19 14-18 <13 CLSI2015
Ceftazidim CAZ 30png >21 18-20 <17 CLSI 2015
Gentamicin CN 10 pg >15 13-14 <12 CLSI 2015
Amoxicilin-kyselina klavulanova AMC  20/10 pg > 18 14-17 <13 CLSI2015
Ciprofloxacin CIP 5ug >21 16-20 <15 CLSI2015

ATB, antibiotikum; S, citlivy; I, intermedialni; R, rezistentni
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Tabulka 2. Hrani¢ni hodnoty zon inhibice pro kontrolni kmen ATCC 25922 dle CLSI 2015

Antibiotikum Zkratka Obsah ATB v disku Hrani¢ni hodnoty zon inhibice [mm]
Ampicilin AMP 10 pg 15-22
Streptomycin S 10 pg 12-20
Sulfonamidy S3 300 pg -
Tetracyklin TE 30 pg 18-25
Trimetoprim-sulfametoxazol SXT 1.25/23.75 pg 23-29
Chloramfenicol C 30 pg 21-27
Cefalotin KF 30 ug 15-21
Kyselina nalidixova NA 30 pg 22-28
Ceftazidim CAZ 30pg 25-32
Gentamicin CN 10 pg 19-26
Amoxicilin-kyselina klavulanova AMC  20/10 ug 18-24
Ciprofloxacin CIP Sug 30-40

ATB, antibiotikum

Obrazek: Diskova difuzni metoda pro kmen Escherichia coli ATCC 25922

Reference:

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Twenty-Fifth Informational Supplement. CLSI document M100-S25. CLSI,
Wayne, PA, USA, 2015.

UKOL 1:

Dopliite do tabulky naméfené hodnoty inhibi¢nich zon [mm.] U testovanych kmenu napiste, zda
se jedna o kmen citlivy, intermedialni nebo rezistentni k danému antibiotiku (S, I, R).

U referen¢niho kmene E. coli ATCC 25922 uved’te, zda naméiené hodnoty byly v rozmezi
udavanych hodnot dle metodiky CLSI (2015).
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kmen AMP| S S3 TE | SXT| C KF | NA |CAZ| CN |[AMC| CIP

vysledek

vysledek

ATCC 25922

vysledek

ULOHA 2: Stanoveni produkce Sirokospektrych beta-laktamiz metodou
double-disk synergy test (DDST)

Testované kmeny: E. coli ATCC 25922, E. coli 172 DI/B
Postup:

1) Pro kazdy testovany izolat si ozna¢ime jednu denzila zkumavku.

2) Do denzila zkumavky napipetujeme 2 ml sterilni destilované vody.

3) Neékolik kolonii (pfiblizné 3 — 4 kolonie) resuspendujeme ve 2 ml sterilni destilované vody
pomoci bakteriologické klicky.

4) Zkumavku s bakterialni suspenzi zvortexujeme.

5) Zakal suspenze bakterii zméfime pomoci fotometru. Zakal by mél odpovidat hodnoté 0,5
McFarlandovy stupnice (tj. = 1 — 2108 CFU/ml). Pokud je zakal nasi suspenze vy3$si, fedime ho
pomoci sterilni destilované vody (vodu ptikapavame pomoci Pasteurovy pipety). Pokud je zakal
nasi suspenze nizsi, priddvame kulturu. Vzdy si bereme ¢istou sterilni klicku.

6) Vychozi inokulum fedime ve fyziologickém roztoku v poméru 1:100 tak, ze 30 pl
homogenizované suspenze pipetou pieneseme do 3 ml sterilniho fyziologického roztoku (URIN
zkumavky se Zlutym uzavérem). Pocet bun¢k ve vysledné suspenzi uréené pro ockovani ploten
odpovida ptiblizné 10° CFU/m.

7) Suspenzi ihned (nejdéle v8ak do 15 minut od pfipravy) sterilné nalijeme na povrch predsuSené
plotny s Mueller-Hintonovym agarem. Pfeliti celého povrchu plotny docilime jejim naklanénim
na vSechny strany. Nasledné je potieba plotnu nahnout az do kolmé pozice a odpipetovat
prebytec¢né inokulum.

8) Inokulum naockované na povrchu Mueller-Hintonova agaru nechame dobie zaschnout. Na
vlhkych plotnach se vytvaii nehodnotitelné zony inhibice.

9) Do stiedu nao¢kované plotny umistime sterilni injekéni jehlou disk s amoxicilinem-kyselinou
klavulanovou (AMC, 30 pg) a ve vzdalenosti 25 mm od stfedu disku polozime 2
cefalosporinové disky. Nalevo od disku s amoxicilinem-kyselinou klavulanovou se polozi disk
s ceftazidimem (CAZ, 30 ug) a napravo disk s cefotaximem (CTX, 30 pg). Schéma rozmisténi
diskl je znazornéno na nasledujicim obrazku.
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CAZ AMC CTX
30pug  30ug 30 ug

10) Plotny umistime do termostatu (vi¢kem nahoru, neobracet, aby disky by nespadly) a inkubujeme
pti 37 °C pies noc (16-18 hodin).

11) Dalsi den vyhodnotime vysledky. Pfi pozitivnim vysledku testu pozorujeme zvétSeni inhibiéni
zony v okoli cefotaximu a ceftazidimu u strany pfilehlé k disku obsahujiciho amoxicilin-
kyselinu klavulanovou (AMC). Ke zvétSeni inhibi¢ni zony doslo v disledku inhibice produkce
Sirokospektré beta-laktamazy inhibitorem - kyselinou klavulanovou. Tvar inhibi¢ni zény u
disku cefotaximu (CTX) a ceftadizimu (CAZ) ptipomina zatku od Sampanského. Zmétime
inhibi¢ni zoény v okoli vSech diski (v ptipadé CAZ a CTX na stran¢ vzdalenéjsi od disku AMC).
Pii negativnim vysledku nedojde ke zméné tvaru inhibicni zoény. Piiklady pozitivnich a
negativnich vysledkl jsou uvedeny na nésledujicich obrazcich.

Obrazek: Priklady pozitivnich vysledkii double-disk synergy testu.

tastetna deformace
inhibiéni zény

i
inhibini zony f
#

Reference:

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (2008) Performance standards for antimicrobial
disk and dilution susceptibility tests for bacteria isolated from animals 3rd ed. approved standard.
Document M31-A3. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, 518 PA.
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UKOL 2:
Zakreslete vysledek DDST pro kmeny E. coli ATCC 25922 a E. coli 172 DI/B. Napiste, zda byl
vysledek testu pozitivni ¢i negativni.

E. coli ATCC 25922 E. coli 172 DI/B
Vysledek DDST: Vysledek DDST:




