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Re$eni projektu a vysledek

* Ve spolupraci resitelt byla vytvorena skripta o celkovém rozsahu
270 stran

* Rozdélena na dvé casti
« Cast prvni — teoretické podklady k pfednaskam

* témata bakteriologie, virologie, mykologie, parazitologie, antimikrobialni terapie
a rezistence

» Cast druhda — teoretické podklady k praktickym cvi¢enim a seminaftim

* témata pripravy zivnych médii, kultivace, sterilizace a dezinfekce, prfimé a
neprimé metody urceni mikroorganismu, stanoveni citlivosti na antimikrobialni
|latky a dalsi
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Obrizek 1.1.1 Schema bakterie
Obrizek 1.1.2 Sténa G a G~ bakterii

Cytoplasmaticka membrana

Sklada se z dwvojité fosfolipidové vrstvy se zabudovanymi proteiny: permedza (trans-
port dovnitf), sekreni proteinovy systém, biosyntetické enzymy (pro stavbu bakteridlni
stény), signalni proteiny (pfenos informaci dovnitf i ven) a u aerobnich bakterii respiraéni
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Stena bakterie

Sténa bakterii jp komplikovana. UdrZuje tvar bakterie, chrani ji pfed prostfedim a ziroveri
zprostiedkuje viménu latek s okolim a zakotvuje dalsi struktury. Proti povrchovim
strukturam bakterii se miZe zaméfit imunitni systém — antigenni determinanty.
Nékteré bakterie (mycoplasma) sténu nemaji (tudiZ jsou necitliva véi antibiotikiim
blokujicim syntézu stény).
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Enterobacteriaceae
Uvod
Rozsihla skupina bakterii, které vyvolivaji fadu zivaZn§ch onemocnéni: Salmo-
nella typhi (bfisni tyfus), Shigella dysenteriae (zivainé prijmové onemocnénil,
Yersinia pestis (mor), Escherichia coli (fada zivainfch infekci pfedeviim fasného
détského véku a imunosuprimovanych), Proteus, Klebsiella, Serratia (nosokomialni
nikazy). Nékteré z nich jsou soufasti normilni stfevni mikrobioty.
Klasifikace

+ Escherichia coli

* Shigella (dysenteriae, sonnei, flexneri, boydii)

* Salmaonella enterica (gastroenteritis, typhi, paratyphi)

* Yersinia pestis

+ Klebsiella preumoniae

+ Proteus mirabilis

Escherichia coli

Morfologie
+ G tycky
+ motilni
* netvofi spory
+ fakultativné anaerobni

Kultivace

Rychle roste na béinych médiich. Fermentuje laktézu a produkuje indol (diagnosticka
média).

Patogenita

Adhezni struktury (pili), exotoxiny: a-hemolyzin (perforace bunéénych membran), cyto-
toxicky nekrotizujici faktor (narusuje mezibunéénou signalizaci), shigatoxin (blokada
proteosyntézy, kodovan v genomu profaga nejen u Shigelly, ale i u nékterych sérotypa
E. coli) a dalsi.

Epidemiologie

Béiny komensal traviciho traktu lidi i zvifat. Intestindlni infekce jsou prendseny potravou
ivodou
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Chloramfenikol

Chloramfenikol je Zirokospekiré antibiotikum — pidsobi na OH OH
aerobni i anerobni Gt i G- bakterie, véené rickettsii, chla-

mydii atd. Inhibuje proteosyntézu vazbou na 505 podjed- |
notku a inhibici tvorby peptidové vazby. Je to sice G&inné Osyy HN cl
antibiotikum, ale je relativné nebezpecné. Kvli riziku in- EIJ" o

dukce aplastické anémie a poruch kosini dfené se nepodava
jako antibiotikum prvni volby.

Rezistence na chloramfenikol

Hlavnim mechanismem rezistence je inaktivace antibiotika pomoci chloramfenikol ace-
tyltransferdazy. K rezistenci na chloramfenikolovi antibiotika dile dochizi sniZenou per-
meabilitou vnéjii membrany a aktivnim efluxem.

Pleuromutiliny

Mechanismem G&inku pleuomutilinid je vazba na 505 podjednotku a inhibice tvorby
peptidové vazby. Tento mechanismus je viak odlisny od mechanismu chloramfenokolu.
Zastupcem této skupiny antibiotik je retapamulin, ktery se pouZiva k lokilni terapii
impetiga (zplisobeného bakterii Staphylococcus aureus nebo Streptococcus pyogenes).

Makrolidy

Makrolidova antibiotika (zastupce Klaritromycin) plsobi bak-
teriostaticky a maji Siroké spekirum Géinku. Ve svoji struk-
<t tufe obsahuji 14- nebo 16-fetny makrocyklicky lakton a gly-
oH, lmsnd_lcky vazany cu]f:_r IMakmhq:l__',.r ‘q,rl_',._w 50. Lehecl'! mnlm_ﬁn}r
z aktinomycet, ale klinické vyuZiti maji spiSe semisyntetické
derivaty. Makrolidy inhibuji proteosyntézu vazbou na 505
podjednotku a tim zabrafiuji posunu ribozomu po mBENA.
Indikaci makrolidd jsou chlamydiové infekce, pneumonie
zpisobené mykoplazmaty nebo legionelami, zaskrt a stafylokokowé a streptokokové
infekce pfi pfecitlivélosti na penicilin. NeZiadouci Gfinky zahrnuji GIT obtiZe (nauzea,
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L]

Rezistence na makrolidy, linkosamidy a streptograminy

PiestoZe se jednd o chemicky rozdilné skupiny antibiotik, viechny pisobi na stejnou
podjednotku ribozému. K témto antibiotikiim jsou pfirozené rezistentni gramnegativni
bakterie, diky sloZitéjfimu sloZeni bunéfné stény. U grampozitivnich bakterii byly po-
zorovany ifi druhy rezistence. Jednim je zména cilové struktury, konkrétné se nejcastéji
jednd o metylaci adeninu ¥V domény 235 ribozomadlni KNA. Dalsf méné fastou varian-
tou je i pfimo ribozomalni mutace u nékterych Strep. pneumoniae. V neposledni fadé
dilezitym mechanismem rezistence zustiva eflux.

Obrizek 562 Streptomycin Obrézek 5.63 Linezolid

Obrizek 564 Fatapamulin Obrizek 5.65 Clindamypcin

Antituberkulotika

Antituberkulotika

Terapie tuberkulézy (viz kap. 1.9""3']} je specifickd v tom, Ze je dlouhodobd a vyuZivaji se
v ni kombinace antibiotik vyhrazenych pro tuto é&bu, kvili zibrané rezistence. Mini-
malni doba terapie je 6 mésic — v prvnich 2 mésicich se podavi kombinace izoniazidu,
rifampicinu a pyrizinamidu (s etambutolem nebo bez); pak se 4 mésice pokracuje s kom-
binaci izoniazid + rifampicin. Antituberkuloticky pisobici antibiotika proto probirime
zv]ast (str. 185).

Mezi léciva 1. volby fadime isoninzid (hydrazid kyseliny izonikotinové). Kyselina iso-
nikotinova vznikajici z izoniazidu se kumuluje v mykobakteriich a tim je pofkozuje.
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Seminai/cviceni 1.

Uvod

Piiprava Zivnych médii, kultivace mikroorganismi a testovani antiseptické Gcinnosti
dezinfekénich (antiseptickych) latek

Jak jiz bylo uvedeno v pfedmluvé, z didaktického hlediska je vhodné, aby byl student
pied proviadénim cvifeni sezniamen s pojmy a problematikou, ktera se tykd naplné
urcitého cviceni. A proto si nyni fekneme zakladni informace o terminologii, laboratornich
pomildcich a pfistrojich, pouZivanych v mikrobiologii, dile si definujeme aseptickou prici,
se kterou dzce souvisi i bezpecnost prace. Musime si fici néco o ziskavani a udhovdmdni
mikrobidlnich kultur, jak§m zptsobem miZeme mikroby kultivovat a také jak je dokazeme
likvidovat pomoci dezinfekénidh a sterilizatnich metod. Vzhledem k tomu, Ze skripta jsou
uréena primdrné pro studenty farmacie, zaméfime se také na antiseptika, coZ jsou vlastné
dezinfekéni prostiedky uréené na kiZi a sliznice.

9.1.2 Terminologie

* Asepse— dodrZovini opatfeni, které zabrariuji kontaminaci a infekci.

* Dezinfekce — likvidace vegetativnich bunék a méné stabilnich klidovych stadii pa-
togennich a podminéné patogennich mikroorganismi Géinky vnéjsiho prostiedi.

+ Inkubace — proces, pfi némz se za pfesné stanovenych podminek mnoZi uréity mi-
kroorganismus.

+ Inokulace (ofkowdni)— aseptické pfeneseni inokula (Zivé mikrobidlni buriky Zada-
ného druhu) do sterilni Zivné pady.

* Izolace mikroorganismu — ziskani ¢isté kultury uréittho mikroorganismu z mikrobi-
alni smési.

* Kmen — populace mikrobidlnich bunék pochizejici z jedné plvodni mikrobidlni
buriky, kterou dale kultivujeme a udrZujeme. Buriky této populace vykazuji shodné
vlastnosti.
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Obrazek 9.1.2 1zolaéni ofkovani

tj. kolonii s morfologif typickou pro dany druh & skupinu mikroorganismii. Izolacni oé-
kovdni (vyockowini, kFiZovy roztér) je zfed ovani mikrobidlni smési postupnym Earkovanim
po povrchu agarové plotny, a tak ziskani jednotlivych kolonii mikroorganismi. Tato
metoda je pouzitelnd pro bakterie, kvasinky i plisné a je provadéna sterilni bakterio-
logickou klickou, pfiéemz kazdy krok vyZaduje jeji opétovnou sterilizaci vyzihanim,
popf. novou sterilni kli¢ku, pouzivame-li plastové. Celd plocha misky je tedy nakonec
vyplnéna ofkovaci ¢arou, jejiz konec se nesmf dotknout zacitku ockovani. Pokud na
agarovou pidu naokujeme smés vice druhii mikrobi, a pokud tato smés neni pfili§
husts, vytvoii kazdy z téchto druht své vlasini charakteristické kolonie. Ty pak miZzeme
pfeockovat (to znamena odebrat a nechat znovu kultivovat na novém médiu) a riznymi
metodami identifikovat (obr. 9.1.2).



2 Priprava zivnych médii, kultivace, testovani anti-
septik, izolacni ockovani
Cile:
+ Pripravit Zivnd média pro ndslednou kultivaci mikroorganismaa.
* Testovani antiseptické aéinnost vybranych dezinfekénich latek.
+ [zoladni ofkovani

(price ve dvojicich)
Materidl

* Sklo a pFistroje: Erlenmayerova barika k pfiprayé médii (100 ml), sklenény odmérmny
valec, vahy, hlinikova folie, plastové Petriho misky, vatové tampdny, michadlo se
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zahfivdnim, vortex, laminarni box, tlakovy hrnec pro fyzikdlni dezinfekci, denzi-
tometr, vafif, automatikd pipeta, Spicky, bakteriologickd zkumavka, kalibrovana
zkumavka plastovd

» Piidy (ve formé prisku i jako hotowd mida v Petriho misce): masopeptonovy bujon (Nu-
trient broth), Malt bujén, agar

- Mikroorganismy sk. 1: Micrococous luteus CCM 732, Escherichia coli CCM 7929, Saccha-
romyces cerevisine CCM 8191

- Dezinfekini prostfedky (antiseptika): Betadine, 70% ethanol, 0,1 % KMnQy, 2% chlorhe-
xidin, Septonex, sterilni medium Nutrient
Pracovni postup
1) Priprava kultivacnich médil

- do Erlenmayerovy bariky pfipravte 30 ml Nutrient broth bujénu (podle ndvodu
na zasobni lahvi)

- michejte tak dlouho, aZ se prafek rozpusti, a pfidejte agar tak, aby jeho v{sledna
koncentrace byla 3% (w/v)

- uzaviete nadobu hlinikovou f6lii, popiste ji a pfipravte k fyzikilni dezinfekei
- predejte nadobu vyudujicimu, ktery fyzikdlni dezinfekci médii zajisti

3) provedte kvantitativni test mikrodiluéni metodou (stanoveni MIC): tii dvojice stu-
dentd budou mit k dispozici takto rozdélenou mikrotitraéni desticku a postupné
kazdd dvojice zpracuje své 4 sloupce, viz 614

- nejprve pridejte do jamek tekuté médium Nutriet broth:
- fadek A 180 ul
- Fadky B az G 100 ul
- fadek H 100 gl

- dojamky v fFadku A pFidejte 20 ul zdsobniho roztoku chloramfenikolu 320 pg/ ml,
roztok pipetou promichejte a do jamky v fadku B pfepipetujte 100 ul — takto
postupujte aZ do fadku G (z jamky v fadku G nezapomerite 100 yl od pipetovat
pry<, aby zhstal zachovany stejny objem média)

-nyni pielijte pfipravené inokulum E. colt (0,5 McFarlanda) do sterilni plastové
Petriho misky, odeberte multikanalovou pipetou 1 ul inokula a prevedte do ja-
mek v destidce, postupujte od kontroly smérem nahoru. Mikrotitradni desticku
nechejte kultivovat pii 37°C 24 hodin; desticky budou pak uloZeny v lednici do
daliho cvideni.

Protokol
Protokol & 3 bude obsahovat:
+ co je to McFarlandova stupnice optické denzity? a jak ji stanovujeme?
» popiste postup pii diskovém difaznim testu, v dalSim cvifeni provedete méfeni
velikosti inhibi¢nich zén a doplnite do tohoto protokolu
» naslednym porovnanim s referenénimi hodnotami dle EUCAST vyhodnotite, zda
je testovany kmen E. coli senzitivni anebo rezistentni, ndkres nebo foto
» postup pii stanoveni MIC, v dal3im cvideni doplnite vysledek (koncentraci chlo-
ramfenikolu v pg/ml, ktera inhibovala rast E. coli)
»srovndnim s referenénimi hodnotami dle EUCAST vyhodnotite, zda je testovany
kmen E. cali citlivy anebo rezistentni, nakres nebo foto
+ popiste ATB chloramfenikol (baktericidni nebo bakteriostatické, princip adéinku,
uZiti...)



/aver

* \/lytvorena skripta jsou v soucasné dobé v oponentském fizeni v
ramci ziskavani Cisla ISBN

* Skripta budou dostupna pro studenty jak v elektronické podobe,
tak v tisténé podobé v knihovneée
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