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ANOTACE

Tato diplomova prace je zamétfena na testovani citlivosti antimikrobidlnich latek
diskovou difizni metodou. Jejim cilem prace bylo zkratit Cas k ziskani vysledkl, zménou
podminek v pribéhu testovani. Testovano bylo 5 kontrolnich kmenu (Staphylococcus aureus
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Escherichia
coli). Vyhodnocovany byly velikosti inhibi¢nich zon antimikrobialnich latek po inkuba¢ni dobé
4,5, 6, 7 a24 hodin.
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TITLE

Susceptibility testing of microorganisms by the disk diffusion method

ANNOTATION

This thesis is focused on susceptibility testing of antimicrobial substances by the disk
diffusion method. The aim was to shorten the time to obtain results by changing conditions
during the testing. Five control strains (Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli) were tested. The
inhibition zone diameters of antimicrobial substances were measured after incubation time of
4,5, 6, 7 and 24 hours.
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UvVoD

Objev antibiotik a jejich pouziti k 1é¢b¢ infekénich onemocnéni znamenal v mediciné
velky pokrok. Do té doby fadu tézce probihajicich onemocnéni bylo mozné uspésné 1€cit.
Soucasné se zavedenim antibiotik do praxe se vSak zacala objevovat i rezistence bakterii
na antibiotika. S objevem rezistence, at’” uz ptirozené ¢i ziskané, vyvstala nutnost citlivost
mikroorganismil testovat. Jednou z metod, ktera byla vyvinuta za ucelem testovani, je diskova
difuzni metoda. Jednéd se o kvalitativni metodu, kterd nam poskytuje informace o citlivosti
testovaného mikroorganismu na vybrané druhy antibiotik. Pribéh této metody je ovlivnén
fadou faktorii, jako je zvolené kultivacni médium, hustota inokula, teplota inkubace atd.

Vysledek diskové difuzni metody ma vliv na spravny vybér antibiotické terapie.

Tato diplomova priace je zaméfena na testovani citlivosti mikroorganismu,
ato konkrétné druhi Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, diskovou difizni metodou. Za iéelem
zkraceni doby odectu vysledki byly zménény podminky priabéhu této metody. Pied inokulaci
byla kultiva¢ni média pfedehtivana na teplotu 37 °C. Inokulace suspenze testovaného kmene
byla provedena prelivem kultiva¢niho média. Cilem upravy diskové difuzni metody je rychle;jsi

ziskani vysledk mikrobiologického vysetifeni a umoznéni véasné a cilené terapie pacienta.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 HISTORIE TESTOVANI CITLIVOSTI NA
ANTIBIOTIKA

Objev penicilinu Alexandrem Flemingem v roce 1928 se stal v medicin¢ dilezitym
meznikem, po némz nasledovalo objeveni dalSich latek s antimikrobidlnim ucinkem. Tyto
objevy vedly knadéji, ze néktera infekéni onemocnéni budou zcela vymycena. Tento
predpoklad se v§ak zahy ukazal byt mylnym. Rezistence bakterii, at’ uz pfirozena, nebo ziskana,
vedla knutnosti zavedeni metod uréenych k testovani citlivosti mikroorganisma

na antimikrobialni latky (21,

Pted zavedenim diskové difuzni metody byla nejpouzivanéjsi metoda vyuzivajici malého
sklenéného, nebo ocelového nerezového vélecku o priméru zhruba 8 mm (Obrazek 1) 12,
Na povrch inokulovaného média Vv Petriho misce bylo umisténo nékolik valecku, pficemz
kazdy byl umistén rovnomé&rné od sttedu. Valecky byly naplnény roztokem obsahujicim urcitou
koncentraci antimikrobialni latky. Poté byly Petriho misky inkubovany B4l Prvni modifikace
této metody, zacala misto kovovych valecki vyuzivat filtraéniho papiru. O prvni zminku této
modifikace se v roce 1944 zaslouzili panové Vincent a Vincent. Metoda vyuzivajici disky
filtraniho papiru, dnes zndma pod nazvem diskova difizni metoda, byla mnohem jednodussi

a citlivéjsi pro zjisténi citlivosti penicilinu [,

Obrdzek 1: Metoda vyuZivajici nerezové valedky k testovani antimikrobialni citlivosti 54
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V 60. letech 20. stoleti nebyla diskova difuzni metoda stale standardizovana. Kirby a Bauer
(1960) sjednocovali viechny doposud znamé postupy M. Byly znamy 2 zptisoby provedeni.
Prvni zplisob provedeni zahrnoval 2 nebo 3 disky s riiznou koncentraci jedné antimikrobialni
latky. Citlivost na danou latku byla ur€ovana pouze z ptfitomnosti nebo nepiitomnosti inhibi¢ni
zony. Na velikost zony v tomto ptipadé nebyl bran ohled. Zéna inhibice kolem disku s nejnizsi
koncentraci indikovala, ze mikroorganismus je citlivy, zatimco neptfitomnost zony kolem disku
s nejvyssi koncentraci indikovala rezistenci. Druhy zptsob tzv. metoda jednoho disku vyuzivala
pro kazdou antimikrobialni latku jeden disk (Obrazek 2). Stupen citlivosti byl zalozen
na velikosti zony inhibice kolem disku. Vyhodou byla mozZnost testovat citlivost
mikroorganismti na 10 az 12 antimikrobidlnich latek na jedné Petriho misce. Vyrobci
komer¢nich diskil vSak nebyli ochotni zahrnout do svych pokynt popis vykonu a standardni
velikosti zon pro metodu s jednim diskem, a proto vétSiné laboratoii nebyly k dispozici
dostate¢né informace o tomto postupu B, Kirby a Bauer se vénovali vyvoji metody s jednim
diskem. Byli pfesvédceni, ze tato metoda piesnéji urcuje citlivost bakterii, ktera vyplyva

z velikosti inhibi¢ni zony.

Na zakladé¢ publikaci vydanych Kirby a Bauerem, sestavila vroce 1961 Svétova
zdravotnicka organizace vybor pro standardizaci metody. Vysledkem byl standardizovany

postup diskové difiizni metody, ktery je také nazyvan Kirby-Bauer diskovy difizni test 1.

Obrazek 2: Diskova difizni metoda *°
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1.2 PRINCIP METODY

Diskova difizni metoda se pouziva pro vysetfeni citlivosti k antibiotikim u rychle
umoziuji zafadit bakterialni kmen do kvalitativni kategorie jako citlivy nebo rezistentni

k ur¢itému antibiotiku [,

Diskova difuzni metoda neboli Kirby-Bauer test je jednou z klasickych mikrobiologickych
technik 1. Stanovuje citlivost nebo rezistenci podle toho, zda vysetiovany bakterialni kmen
vytvoii nebo nevytvori kolem disku s ur€itou koncentraci antimikrobialni latky zonu inhibice
ristu. Primér zony inhibice se lisi u jednotlivych antibiotik v zavislosti na citlivosti

mikroorganismu k antimikrobialni latce a na rychlosti difuze latky z disku "1,

Suspenze bakterialniho inokula o hodnoté 1 — 2 x 108 CFU/mI, coz odpovida zikalu
0,5 McFarlanda, je rovnomérné nanesena na vhodnou pudu (pf. Mueller-Hinton agar).
Na inokulovany povrch pudy jsou umistény disky z filtraniho papiru o priméru 6 mm,
obsahujici ur¢itou koncentraci antimikrobialni latky. Pro rychlé naneseni vice diskt najednou
se vyuziva specialni aplikator. Poté nastava inkubace po dobu 16 — 24 hodin pii teploté 37 °C.
Béhem této doby difunduje antimikrobidlni latka z disku do pudy. Je-li dana antimikrobialni
latka ucinna na bakterialni kmen, tedy je-li bakterialni kmen citlivy k dané antimikrobialni
latce, vytvoii se kolem disku inhibi¢ni zona, ve které neni patrny bakteridlni rist. Zony inhibice

ristu kolem kazdého z antibiotickych diskii se méfi s piesnosti na milimetry (81,
Vyhody:

e jednoducha ptiprava
e nenarocnost na specialni pfistrojové vybaveni

e nizké naklady ve srovnani s jinymi metodami vySetfeni citlivosti
Nevyhody:

e metodu nelze pouzit pro mikroorganismy se specialnimi kultiva¢nimi naroky
e vysledky jsou velmi vyznamné ovlivnény koncentraci inokula
e metoda miZe selhat v prikazu klinicky vyznamné rezistence nékterych bakterii a je

nezbytné provést specialni vysetieni [']
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1.2.1 Pady

John Howard Mueller a Jane Hinton spole¢né€ v roce 1941 vyvinuli médium pro izolaci
patogennich kment neiserii tzv. Mueller-Hinton agar %, Agar se nyni pouziva jako médium
pro testovani antimikrobialni citlivosti. Mueller-Hinton agar byl vybran z n¢kolika dtivodi. Ma
nizky obsah inhibitord sulfonamidu, trimethoprimu a tetracyklinu a podporuje rist nenaro¢nych
mikroorganismt "4, Je vhodny pro zjistovani citlivosti gramnegativnich stfevnich ty¢inek,
stafylokokd, enterokokt, Pseudomonas aeruginosa a ostatnich rychle rostoucich, nenaro¢nych
gramnegativnich bakterii [). Mueller-Hinton agar obsahuje hovézi extrakt, kaseinovy
hydrolyzat, Skrob a agar (Obrazek 3). Hovézi extrakt a kaseinovy hydrolyzat poskytuji dusik,
vitaminy, uhlik, aminokyseliny, siru a dal§i Ziviny. Skrob absorbuje toxické metabolity.
Hydrolyzou $krobu vznika dextroza, ktera slouzi jako zdroj energie !, Ke stanoveni citlivosti
naro¢néjsich bakterii jako jsou Streptococcus spp., Haemophilus spp., Campylobacter spp.
apod., se Mueller-Hinton agar obohacuje ov¢i, nebo konskou krvi s piidavkem
B - nikotinamidadenindinukleotidu (B-NAD) (Obrazek 4) [":121,

Vyska ptdy by méla byt 4 mm + 0,5 mm. Na agaru niz§im neZ 4 mm se rezistentni kmen
muze jevit jako citlivy, na agaru vyssim nez 4 mm se citlivy kmen muze jevit jako rezistentni.
Piida musi mit pti pokojové teploté pH 7,20 — 7,40. V ptudach s niz§im pH maji niz$i G€innost
aminoglykosidy a makrolidy a vys$$i u¢inek tetracykliny a n€ktera beta-laktamova antibiotika,
a naopak. Pied pouzitim by mél byt povrch ploten suchy. Na povrchu agaru nebo uvniti vicka
by nem¢ély byt zadné viditelné kapky vody. Pokud je to nezbytné, susi se plotny pies noc pii 20
— 25 °C, nebo s odkrytym vickem 15 minut pfi 35 °C. Pfi vlastni ptipravé jsou plotny

skladovany pii 8 — 10 °C. Komer¢ni pudy se skladuji podle pokynti vyrobce do data expirace
[7,13,14]

Obrdazek 3: Mueller — Hinton agar [°¢]
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Obrdazek 4: Mueller — Hinton agar s krvi 7]

1.2.2 Priprava inokula

Inokulum se pfipravuje z kultury vyrostlé na pevné neselektivni ptdé¢ staré nejvyse 24

hodin. Z této kultury se kolonie odebiraji dotykem sterilni kli¢kou nebo bavinénym tamponem.
Kolonie bakterii se rozetfou piimo ve fyziologickém roztoku tak, aby zakal odpovidal hustoté
0,5 McFarlanda, tj. 1-2 x 108 CFU/mI. K upravé zikalu se pouzivéa fotometr, ktery musi byt
kalibrovén na hustotu zékalu 0,5 McFarlanda. Alternativné se hustota inokula upravuje vizualng
porovnanim s hustotou zakalu 0,5 McFarlanda. Hustota suspenze se upravi piidanim
fyziologického roztoku nebo bakterii. HustSi inokulum vytvafi malé zony inhibice, fidké
inokulum ma opac¢ny ucinek. U Streptococcus pneumoniae se upiednostituje piiprava inokula
z kultury narostlé na krevnim agaru o hustoté zakalu 0,5 McFarlanda. Pokud se pfipravuje
inokulum Streptococcus pneumoniae z ¢okoladového agaru, musi byt ekvivalentni hustoté
zakalu 1,0 McFarlanda. Suspenze inokula se o¢kuje na plotny nejlépe do 15 minut od ptipravy,

a vzdy nejpozdéji do 60 minut 41,

24



KMENY PRO RUTINNI KONTROLU KVALITY
Pro kontrolu vySetfeni citlivosti na antibiotika se pouzivaji doporucené kmeny

pro kontrolu kvality 71,

Tabulka 1 -Vybrané kmeny pro rutinni kontrolu kvality 71

Druh Cislo sbirky kultur Vlastnosti
ATCC 29213 Slaby producent
Staphylococcus aureus
(CNCTC 5480, CCM 4223) betalaktamazy
o ATCC 49766 o .
Haemophilus influenzae Citlivy, divoky typ
(CNCTC 5105, CCM 4457)
) ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa Citlivy, divoky typ
(CNCTC 5482, CCM 3955)
] ATCC 49619 Kmen se snizenou citlivosti
Streptococcus pneumoniae o
(CNCTC 5043, CCM 4501) k benzylpenicilinu
o ) ATCC 25922
Escherichia coli Citlivy, divoky typ
(CNCTC 5276, CCM 3954)

Legenda: ATCC (American type Culture Collection), CNCTC (Ceska narodni sbirka typovych kultur;
Czech National Collection of Type Cultures), CCM (Ceska sbirka mikroorganismii; Czech Collection
of Microorganisms)

Staphylococcus aureus

Druh Staphylococcus (S.) aureus se fadi do rodu Staphylococcus %1, Je to
grampozitivni, Katalaza pozitivni kok o priméru zhruba 0,5 — 1,5 um. V mikroskopickém
obraze tvoii charakteristické utvary pfipominajici hrozny. Optimalni teplota pro rist je 37 °C
apH 7,0 —7,5. Na béznych ptidach dobie roste v Sirokém rozmezi teplot (7 — 48 °C) i pH (4,2

—9,3) 11, Pfirozené se vyskytuje na kiizi a sliznicich lidi a zvitat [*%],

S. aureus je hlavni pti¢inou nozokomialnich a komunitnich infekci po celém svéte. Ma
mnoho faktort virulence, které prispivaji ke vzniku onemocnéni. Produkuje toxiny usnadiujici
destrukci tkané, déale disponuje mnozstvim adhezini a povrchovych proteint
zprostiedkovavajicich adherenci a kolonizaci tkané (Tabulka 2) 71, Objev beta-laktamovych
antibiotik, konkrétné penicilinu G v roce 1940, pfinesl kratkou ulevu. Bohuzel kolem roku 1946

jiz vice nez 60 % kment produkovalo beta-laktamazu, ktera je zodpovédna za rezistenci. Jako
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feSeni této situace byla vyvinuta polosynteticka beta-laktamova methicilinova antibiotika.
Bohuzel se velmi rychle objevily kmeny S. aureus, které ziskaly gen mecA kodujcici rezistenci
na methicilin. Tyto kmeny se oznacuji jako MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus
aureus). Jako dasledek vzniku MRSA vzrostla zavislost na glykopeptidovém antibiotiku
vankomycinu. Snizena citlivost na vankomycin piiSla téméf po 40 letech a dala vzniku tzv.
VISA kmeniim (vancomycin — intermediate — resistant Staphylococcus aureus), které
vykazovaly pouze ¢aste¢nou (intermediarni) rezistenci. V roce 2002 se objevily VRSA kmeny
(vancomycin-resistant Stapyhylococcus aureus), které byly sou¢asné rezistentni i k methicilinu.

Geny kodujici rezistenci na vybrané antibiotické skupiny jsou zaznamenany v Tabulce 2 18],
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Tabulka 2 - Mechanismus rezistence Staphylococcus aureus [Pfevzato a upraveno 18]

Gen kodujici Mechanismus
Antibiotikum Produkty geni _
rezistenci rezistence
Enzymaticka
hydrolyza
blaz Beta-laktamaza
beta-laktamového
Betalaktamy jadra
Redukovana afinita
mecA PBP2a
k PBP
Zadrzovani
Pozménény vankomycinu
neznamy (VRSA) )
peptidoglykan V bunééné sténé
Glykopeptidy
Syntéza dipeptidu
D-Alanyl-D-Laktat n o
neznamy s redukovanou afinitou
(D-Ala-D-Lac) _
k vankomycinu
ParC komponenta _
parC ' Mutace v oblasti
. topoizomerazy IV ‘
Chinolony ur€ujici rezistenci na
gyrA nebo gyrB )
gyrA nebo gyrB chinolony (QRDR)

komponenta gyrazy

) ) Acetylované a/nebo
aminoglykosid

) . Acetyltransferaza, fosforylované enzymy
Aminoglykosidy modifikujici

fosfotransferaza modifikujici
enzymy i :
aminoglykosidy

Haemophilus influenzae

Haemophilus (H.) influenzae je gramnegativni, katalaza pozitivni, pleomorfni
kokobacil. Idealni podminky pro rist piedstavuje teplota 37 °C, 5 % COz a ptidavek dvou
klicovych faktorti (hemin - X, nikotinamidadenindinukleotid - V) do ristového média (Obrazek
5). Dtive byla tato bakterie nazyvana ,,Pfeifferiv bacil* nebo ,,chfipkovy bacil®, protoze poprvé

byl mikroorganismus popsan v roce 1892 Richardem Pfeifferem béhem chiipkové pandemie.
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Bakterie byla mylné povazovana za etiologické agens chiipky az do roku 1933, kdy byl jako

puvodce oznacen virus chiipky [19,20]

H. influenzae mize vyvolavat infekce dychacich cest u déti i dospélych. Prestoze je
soucasti normalni bakteridlni flory respira¢niho traktu, konkrétné¢ hornich cest dychacich,
zejména nasofaryngu, zpusobuje invazivni infekce, které se z nasofaryngu $iti do dolnich
dychacich cest. Podle charakteru kapsuldrniho antigenu se hemofily fadi do 6 antigennich typt
—H. influenzae typ a, b, ¢, d, e, f a zvlast’ se fadi neopouzdiené kmeny tzv. netypovatelné = H.
influenzae NT. Kmeny H. influenzae typu b, jsou pievazné spojeny s tézkymi systémovymi
infekcemi, jako je pneumonie, septikémie, meningitida, empyém a septickd artritida. Tzv.
netypovatelné kmeny H. influenzae obvykle zptsobuji sinusitidu, otitis media, akutni infekce
dolnich cest dychacich a konjunktivitidu. Prevalence antibiotické rezistence stoupé a optimalni
1é¢ba zavaznych infekci je komplikovana. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) odhaduje,

7e roéné zemfe ve vyspélych zemich na meningitidu nebo pneumonii 386 000 déti 21221,

Lékem volby hemofilovych respiraénich infekei jsou aminopeniciliny. Rezistence
k aminopenicilinim je u hemofilt tradicné spojena s produkci beta-laktamazy, ktera je
inhibovana kyselinou klavulanovou nebo sulbaktamem. Vyskyt rezistence k aminopenicilinim
je vnékterych statech pomérné casty. V poslednich letech stoupa vyskyt kment, jejichz
rezistence k beta-laktamim je zplGsobena genetickou mutaci proteinu PBP3. Dusledkem je
snizend vazba aminopenicilinii a ztrata jejich Gc¢innosti. Kmeny s timto typem rezistence
oznacujeme jako beta-laktamaza negativni ampicilin rezistentni (BLNAR). Na rozdil od kmeni
hemofili produkujicich beta-laktamazu, snizena citlivost k aminopeniciliniim neni ovlivnitelna
inhibitory beta-laktamaz. Rezistence Kk cefalosporinim 3. generace, které se pouzivaji
pro terapii zavaznych invazivnich infekci, je celosvétove velice vzacna. Dale je u tohoto kmene

uvadéna rezistence na chloramfenikol, erytromycin a tetracyklin 23241,
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Obrazek 5: Kolonie Haemophilus influenzae na ¢okoladovém agaru (24 hodin pii 37 °C
v 5% COy)

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonady jsou gramnegativni, pohyblivé, striktné aerobni, nesporulujici ty€inky.
Radi se do &eledi Pseudomonadaceae. Pseudomonas (P.) aeruginosa, je kultivovatelna
na béznych pudach, kde vytvaii kovove leskly vzhled. Vytvafti fadu pigmentd, napf. modro-
zeleny pigment, ktery je kombinaci dvou metabolitl, modrého pyocyaninu a zelené¢ho
pyoverdinu (Obrazek 6). P. aeruginosa je klasickym piikladem oportunniho patogenu. Ziidka
zpusobuje problémy zdravym osobam, muze vSak vyvolat fadu zévaznych onemocnéni
u kojencti, nemocnych nebo imunokompromitovanych osob 21, Je ¢astou pii¢inou bakteriémii
U postizenych s popaleninami, u infekci mocovych cest katetrovanych pacienti a také
U nozokomialnich pneumonii pacientd na respiratorech. Také je prevladajici pricinou morbidity
a mortality u pacientl s cystickou fibrozou, jejichz abnormalni epitel v dychacich cestach
umoznuje dlouhodobou kolonizaci plic. Tyto infekce nelze eradikovat, z divodu pfirozené
rezistence bakterie na antibiotika [?°. Soucdasna antibiotickd 1é¢ba infekci zahrnuje
fluorochinolony, anti-pseudomonadové beta-laktamy a aminoglykosidy. U druhu
Pseudomonas aeruginosa, které jsou rezistentni vici témto antibioitkim s k 1é¢bé infekci

pouzivé kolistin 11,
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Obrizek 6: Kolonie Pseudomonas aeruginosa, CHROMaga™ Pseudomonas (24 hodin,
37 °C)[*

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus (Str.) pneumoniae, se taxonomicky fadi krodu Streptococcus.
Streptokoky jsou grampozitivni koky, nepohyblivé, nesporulujici. Jsou nepohyblivé
a nesporulujici. V mikroskopickém preparatu jsou usporadany do dvojic nebo fetizku.
Po 18 — 24 hodinové inkubaci pfi teploté 35 — 37 °C vyrustaji na krevnim agaru v Sedo-bilych,
hladkych, lesklych a prusvitnych koloniich (Obrazek 7). Str. pneumoniae je a-hemolyticky
streptokok nazyvan téZ jako pneumokok. Pneumokoky osidluji respiracni trakt a mohou byt

izolovany z nasofaryngu zdravych osob [2%:30:31],

Infekce zptisobené Str. pneumoniae byly po mnoho let 1éeny penicilinem
nebo ampicilinem. Avsak expozice antimikrobialnim latkdm vedla ke tvorbé rezistentnich
kment a jejich klonti. Vznik rezistence vici penicilinu a dal$im beta-laktamovym antibiotikiim
v 80. a 90. letech 20. stoleti vedl ke zvySenému uzivani makrolidd, fluorochinolonti a dalSich
non-beta-laktamovych antibiotik. Soucasna lécba pneumokokt rezistentnich na penicilin
zahrnuje vysoké davky beta-laktamovych antibiotik, podavanych parenteralné. Peroralni
podani antibiotik mutZze selhat. Pneumokoky rezistentni na makrolidy nelze 1€cCit
ani parenteralnim, ani oralnim uzivanim makrolidovych antibiotik.  Rezistence
na fluorochinolony je vzacna. U pacientt, ktefi fluorochinolonova antibiotika uzivali jiz diive,
muze 1é¢ba selhat. ZvySeni miry antimikrobidlni rezistence bylo ¢astecné zpisobeno selekénim
tlakem spojenym s pifehnanym pouzivanim antibiotik a klonalni expanzi a Sifenim
multirezistentnich pneumokokovych kment. Nedavné zavedeni ockovani konjugovanymi

vakcinami u kojencti snizuje riziko rezistence 21,
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Obrazek 7: Kolonie Streptococcus pneumoniae, Columbia krevni agar S 5 % defibrinované
ovéi krve (48 hodin piti 37 °C v 5 % COp) [Prevzato a upraveno b1]

Escherichia coli

Escherichia (E.) coli, byla poprvé izolovana a popsana bakteriologem Theodorem
Escherichem na konci 19. stoleti 1. Radi se do ¢eledi Enterobacteriaceae. Je to gramnegativni,
kratka tyCinka. Obvykle je pohybliva, mé peritrichalné ulozené bic¢iky, fimbrie a patii mezi
fakultativné anaerobni bakterie. Na zivnych pidach roste dobie do 18 hodin v hladkych
bezbarvych koloniich E. coli je béznou soucasti stievni mikroflory zdravych lidi. Je ptirozené
citliva k fad¢ antibiotik s vyjimkou benzylpenicilinu. Mezi G¢inna antibiotika fadime ampicilin,
cefalosporiny, tetracyklin, trimethoprim, sulfonamidy a dalsi. Mize vsak ziskat plazmid s geny
rezistence bud’ k jednomu, nebo k vice antibiotikim. Obzvlasté Casto se vyskytuji kmeny

rezistentni k ampicilinu, tetracykliniim, sulfonamidiim a trimethoprimu. 461,

1.2.3 Inokulace

Cerstvé piipravené plotny se pied odkovanim kratce susi pifi 36 °C. Plotny, které byly
skladovany pii 4 °C se ponechaji pti pokojové teploté az do vyrovnani teploty. Obsahuji-li
kapky kondenzované vody, susi se pii 36 °C. Inokulum se nejdéle do 15 minut po ptipraveé

o¢kuje roztérem, pomoci rota¢niho stolku nebo prelivem 1.
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INOKULACE ROZTEREM

Sterilni bavinény tampodn se ponoti do suspenze (Obrazek 8). Pfebyte¢né mnozstvi suspenze
je odstranéno pfitlacenim a otd¢enim tampdnu po vnitini stén€ zkumavky. U grampozitivnich
bakterii se tampon nepfitlacuje a neotdci proti sténé zkumavky. Inokulum se nanasi rovhomerné
po celém povrchu plotny ve tiech smérech (Obrazek 8). Inokulum musi byt rozetieno po celém
povrchu agaru. Pfi roztéru se tampon nesmi dotknout okraji Petriho misky, aby se snizila
moznost vzniku aerosolu [ 14 181 Byla popsana modifikace Stokesovy metody, ve které je
pro inokulaci pouzit rotac¢ni stolek (Obrazek 9). Testované mikroorganismy jsou na plotnu
inokulovany tamponem, kterym je pohybovano smérem od okraje Petriho misky ke stfedu,
zatimco se plotna otac¢i na oto¢né desticce. Jako voditko tamponu je pouZita tyc¢, ktera je dlouha
pres 2/3 Petriho misky. Sterilni tampon se musi pohybovat rovnomérné, aby bylo zajisténo,

7e je inokulum konfluentni a nevznikaji zdné mezery %,

Obrazek 8: ITnokulace roztérem 371

Obrdzek 9: Rotaéni stolek pro inokulaci roztérem [621
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INOKULACE PRELIVEM

Na agarovou plotnu se pienese Pasteurovou pipetou nebo sterilnim kapatkem asi 2 ml
inokula. Pieliti celého povrchu agaru je docileno naklanénim na vSechny strany. Pfebytecné
inokulum je odsato stejnou pipetou, nebo kapatkem (Obréazek 10). Inokulaci prelivem se ziskaji

ostfej§i okraje inhibiénich zon [,

Obrdazek 10: Inokulace prelivem %

1.2.4 Aplikace disku s antibiotiky

Antibiotické disky je dulezité nejprve temperovat na laboratorni teplotu, abychom ptedesli
kondenzaci. Aplikace diskd je provedena do 15 minut od inokulace ploten. Disky jsou
aplikovany tak, aby drZzely pevné na povrchu inokulované agarové plotny. K aplikaci

antibiotickych diski1 Ize vyuzit jehlu nebo raznici (Obrazek 11, Obrazek 12) 71,

Pti diskové difuzni metodé pouzivame antibiotické disky s konkrétnim, jednim obsahem
daného antibiotika. Optimalni obsah disku se stanovuje klinickymi a laboratornimi zkouskami.
Piipustné rozmezi obsahu antibiotika v disku podle WHO je 67 — 150 %. To znamena, Ze disk
obsahujici 30 pg dané latky, mize skutecné obsahovat tuto latku v rozmezi 20 — 45 pg. Sestavy
diskli na jednotlivé mikroorganismy doporucuje a pravidelné aktualizuje pracovni skupina
pro monitorovani rezistence pii Narodni referencni laboratofi pro antibiotika, ktera je soucasti
SZU. Doporuéené sestavy obsahuji pravé takova antibiotika, ktera aktudlné vyhovuji vétsing
pozadavkli na vySetfeni citlivosti diskovou difuzni metodou v rutinni praxi
v mikrobiologickych laboratofich. Sestavy se aktualizuji a dopliiuji o nové zavedena
antibiotika. Sestavy jsou vytvafeny podle vySetfované bakteriec a podle druhu klinického
vzorku. Protoze hlavnim cilem je zisk podrobné informace o mikrobech, jsou do sestav
zatazovana také antibiotika, ktera nejsou vhodna pro klinické pouziti, nicméné jsou dilezita
pro identifikaci mikroorganismu. Doporucené sestavy si v souladu s mistni antibiotickou

politikou mohou mikrobiologické laboratofe upravit [,
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Obrizek 11: Raznice pro aplikaci antibiotickych diski B7)

ANTIBIOTIKA

Antibiotika jsou chemické latky, jez produkuji uréité druhy mikroorganismi jako

sekundérni produkty metabolismu. Jsou produkovany bakteriemi (okolo 950 typt antibiotik),
aktinomycetami (okolo 4 600 druht antibiotik) a houbami (okolo 1 600 typt antibiotik). Tyto
latky inhibuji rst nebo usmrcuji jiné mikroorganismy, dokonce i pii nizkych koncentracich
(Obrazek 12). Néktera méné efektivni antibiotika jsou u¢innéjsi az po chemické modifikaci,
vznikaji tzv. polysynteticka antibiotika. Grampozitivni bakterie jsou vuéi nim vzhledem
ke stavbé bun&éné stény citlivéjsi nez bakterie gramnegativni [, Mezi antibakterialni latky
mizeme zatadit také chemoterapeutika. Rozdil mezi chemoterapeutiky a antibiotiky je v jejich
vyrobé. Antibiotika se ziskavaji  biosyntetickou nebo polysyntetickou cestou.
Chemoterapeutika jsou vyrab&éna pouze synteticky. Mezi nejCastéji pouZivana

chemoterapeutika patii sulfonamidy a chinolony 3],

V zavislosti na zplisobu plisobeni mohou byt antibiotika rozdélena na baktericidni
a bakteriostaticka (Obrazek 13). Baktericidni antibiotika jsou obvykle zacilena na bunécné
struktury. Inhibuji syntézu bunééné stény (beta-laktamova antibiotika) a syntézu DNA
(fluorochinolony). Bakteriostatickd antibiotika bézné zasahuji do syntézy proteinti nebo
inhibuji proliferaci bakteridlnich bunék. Mezi bakteriostatickd antibiotika patii makrolidy,

telithromycin, sulfonamidy a tetracykliny [,
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Inhibice syntézy

bunécné stény

Inhibice
proteosyntézy
Inhibice syntézy
nukleovvch kyselin
Porucha funkce

cytoplazmatické membrany

Inhibice svntézy

kyseliny listové

Obrazek 12: Mechanismus t¢inku antibiotik [63]

Beta-laktamova antibiotika

Vsechna antibiotika v této skupiné obsahuji tzv. beta-laktamovy kruh. Jednd se
o0 cyklicky amid, skladajici se ze tii atom uhliku a jednoho atomu dusiku. Jednotlivé typy beta-
laktamt se lisi slozenim dal$iho kruhu napojeného na beta-laktamovy cyklus. Peniciliny maji
strukturu péticlenného kruhu zahrnujiciho atom siry, cefalosporiny obsahuji Sesti¢lennou

strukturu taktéZ s atomem siry (4%,

Beta-laktamova antibiotika primarné inhibuji syntézu bunécné stény blokaci funkce
transpeptidaz. Transpeptidazy se nachazeji v periplasmatickém prostoru, ktery je
u grampozitivnich bakterii ptimo ptistupny. U gramnegativnich bakterii musi beta-laktamova
antibiotika nejdtive projit vné&j§i membranou. Poruchy indukované beta-laktamy pii tvorbé
bunécéné stény vysvétluji inhibici rastu bakterii. Baktericidni U¢inek ovSem vyplyva spise

z nepiimych mechanizmil, vétsinou se jedna o aktivaci autolytickych enzymu (41,

Mezi peniciliny fadime Penicilin G, ktery je U¢inny na pyogenni koky a vétSinu
anaerobnich bakterii. Velkou nevyhodou je citlivost k beta-laktamazam. Peniciliny rezistentni
k beta-laktamazam, konkrétné methicilin a oxacilin jsou ucinné k 1é¢bé stafylokokovych
infekci. PUvodni penicilinovd molekula byla postupné modifikovana, kvuli vylepSeni
farmakologickych vlastnosti a rozsifeni spektra G€inku. Peniciliny s Sir§im spektrem ucinku

zahrnuji aminopeniciliny, ureidopeniciliny a karboxypeniciliny. Jako peniciliny druhé generace
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se oznaduji semisyntetické aminopeniciliny (ampicilin, amoxicilin). Uinkuji na enterokoky,
hemofily, listerie a n¢které fermentujici gramnegativni ty¢inky. Nicméné nemaji zadny ucinek
na Pseudomonas aeruginosa. Proto byla vyvinuta skupina karboxypenicilint, které se oznacuji
také jako protipseudomonadové peniciliny, nebo peniciliny 3. generace. Dnes je z této skupiny
prevazné pouzivan tikarcilin. Ctvrta generace penicilini zahrnuje ureidopeniciliny (azlocilin,
mezlocilin a piperacilin). Pro skupinu cefalosporinti je charakteristické Siroké spektrum ucinku
pro grampozitivni i gramnegativni mikroorganismy. Jednotliva cefalosporinova antibiotika
vSak maji specifické spektrum ucinnosti rtizné Sife. Cefalosporiny prvni generace zahrnuji
cefalotin, cefazolin a cefalexin. Mezi cefalosporiny druhé generace fadime cefaklor, cefuroxim
a cefoxitin. Maji SirSi spektrum Uc¢innosti nez prvni generace. Dobfe ucinkuji na hemofily,
Moraxella catarrhalis, neiserie, klebsiely a Escherichia coli. Tieti generace cefalosporint
vykazuje relativni odolnost k beta-laktamazam a ma tedy rozSifené spektrum wcéinnosti
na gramnegativni bakterie. Na enterokoky a stafylokoky nepisobi. K této generaci patii
cefotaxim, ceftriaxon a moxalaktam. Zadné z tdchto antibiotik neni vhodné k 1é¢b&

pseudomonéadovych infekei. 21,

Tetracykliny
Jsou prototypem antibiotik se Sirokym spektrem u¢inku. Pusobi bakteriostaticky

na vétSinu grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, véetné anaerobti, dale na rickettsie,
chlamydie, mykoplazmata a améby. Do skupiny patii tetracyklin, oxytetracyklin,
rolitetracyklin, doxycyklin a minocyklin ¥8l. Principem tuéinku je inhibice proteosyntézy —
tetracykliny brani vazbé komplexu aminoacyl-tRNA na pfislusné misto ribosomu. Takto
by mohly pusobit i v eukaryotnich bunkach. Selektivni toxicita je dana snaz§im pfijetim latky
bakterialnimi bufikami nez buiikami lidskymi. Rada b& nych bakterii je na tetracykliny
rezistentni. Podkladem rezistence je zménénd prostupnost zevni membrany, ochrana ribosomu

zvlastnimi proteiny a aktivni eflux antibiotika z buiiky 7],

Makrolidy

Makrolidova antibiotika maji stfedn¢ Siroké antibakterialni spektrum uc¢inku a plsobi
primarné bakteriostaticky. Vdzou se na ribosomdlni RNA a inhibuji proteosyntézu, nebot
po vzniku peptidické vazby brani uvolnéni tRNA. Makrolidy jsou malo toxické, jsou rychle
vstiebavany ze zazivaciho traktu. Antimikrobidln€ plsobi pfedevS§im na grampozitivni
mikroorganismy 1 na bakterie bez bunécné stény (chlamydie). K rezistenci dochazi nejcastéji

zménou vazebného mista, enzymatickou modifikaci antibiotika nebo zménou permeability
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bunééné stény (efluxem). Makrolidy jsou indikovany hlavné u onemocnéni dychacich cest,
pfedev§im u pacientd s alergii na penicilin a u infekci vyvolanych chlamydiemi. Nejéasteji
unas podavanym makrolidovym antibiotikem je erythromycin. Spolecné¢ napf.
se spiramycinem a josamycinem patii k makrolidim 1. generace. Mezi makrolidova antibiotika
2. generace patfi azithromycin, roxythromycin, klarithromycin a dirithromycin. VSechny tyto
latky 1épe pronikaji do bun€k a maji v porovnani s klasickymi latkami, tedy makrolidy
1.generace, vyssi terapeutickou u¢innost proti intracelularnim mikroorganismtm, ale jsou i Iépe
snasena (mensi gastrointestinalni problémy). Radi se mezi bezpeéna antibiotika a mezi

nezadouci G¢inky zafazujeme zejména travici potize 2747281,

Linkosamidy

Linkosamidy jsou svymi mechanismy ucinku a antimikrobidlnim spektrem velice
podobné makrolidim. Linkosamidy jsou tfidou antibiotik, jejichz nazev je odvozeny
od linkomycinu, ktery byl prvné izolovan z bakterie Streptomyces lincolnensis. Mechanismem
ucinku je inhibice bakteridlni proteosyntézy vazbou na 23S ¢ast 50S ribosomalni podjednotky.
Inhibuje peptidyltransferasu a brani tak vzniku peptidické vazby, a tim prodluzovani molekuly
proteinu.  Pusobi bakteriostaticky na grampozitivni mikroorganismy, véetné penicilin-
rezistentnich kment. Vyznacuji se velmi vyraznym uGc¢inkem na anaerobni mikroorganismy.
Mezi nejznaméjsi antibiotika, patfici do skupiny linkosamidii, fadime linkomycin
a klindamycin (vétsi antimikrobialni G¢innost). Linkomycin a klindamycin jsou terapeuticky
vyuzivany hlavné v ptipadech, kdy se ofekavd smésnd mikroflora aerobnich a anaerobnich
bakterii. Vzhledem ke své Uc¢innosti a dobrému priniku do kostni tkané€ jsou ptedepisovany
u stafylokokovych osteomyelitid. Mechanizmem rezistence na linkosamidy je methylace

specifického mista na molekule rRNA 27441,

Sulfonamid

Sulfonamidy jsou Sirokospektra, bakteriostaticky pusobici chemoterapeutika,
vyuzivajici se v terapii infekci dychacich a mo€ovych cest. Nepiimo pusobi na syntézu DNA
tim, Ze zasahuji do metabolismus kyseliny listové. Mechanismem u¢inku sulfonamida je
kompetitivni vytésnéni kyseliny paraaminobenzoové, kterou citlivé mikroorganismy potiebu;i
pro syntézu kyseliny listové, jakozto rastového faktoru. Trimethoprim, patfici ke skupiné
diaminopyrimidinu, putsobi se sulfonamidy synergicky tim, Ze pfeménuje Kkyselinu
dihydrofolovou na kyselinu tetrahydrofolovou. Kyselina dihydrofolova je nutna K syntéze

nukleovych kyselin 78, Uginkuji na nékteré gramnegativni tycky (Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae), dale na Streptococcus pyogenes, Nocardia asteroides, Chlamydia pneumoniae.
Kombinaci trimethoprimu a sulfamethoxazolu se dosahuje vyssiho ucinku. Citlivé jsou
i enteobakterie, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Yersinia enterocolitica,

Listeria monocytogenes a dalsi (4?1,

Chinolony

Chinolony jsou analogy kyseliny nalidixové a maji baktericidni u€inky. Mechanismus
jejich ucinku spocivd v inhibici bakteridlni DNA-—gyrdzy, enzymu, ktery je nutny
k prostorovému uspofadani DNA. U¢inkuji na a — podjednotku DNA-gyrazy. Kyselina
nalidixové a genericky ptibuzné latky maji iizké spektrum t¢inku a ptisobi jen na gramnegativni
bakterie. Podle $itky antibakterialniho spektra a priniku do tkani je 1ze rozdé€lit na latky 1 — 4.
generace [61,

Diive mély omezené spektrum antibakterialni aktivity, zejména proti gramnegativnim
bakteriim. Nov¢jsi latky maji zvySenou aktivitu vici grampozitivnim bakteriim a anaeroblim.
Vznik rezistence na fluorochinolonova antibiotika je zptisoben hlavné mutacemi v oblasti

QRDR, kde vznika fenotypova rezistence v diisledku postupnych mutaci 471,

1.2.5 Inkubace

Inkubace by méla byt zahajena do 15 minut od aplikace diska 7]

. PocCet ploten

v

jsou inkubovany podle odpovidajicich podminek testovaného mikroorganismu. MH

se inkubuje pii normalni atmosféie a MHF se inkubuje v atmosféte obohacené o 4 — 6 % CO>
[45]

1.2.6 Me¢éfeni zOn a interpretace citlivosti

Okraje z6n se odecitaji ve vzdalenosti 30 cm od oka. Zméfi se primér inhibi¢ni zony
od okraje se zietelnou inhibici ristu. Neobohacené agarové plotny se odecitaji proti tmavému
pozadi ze spodni strany V prochéazejicim svétle. Obohacené plotny se odecitaji ze svrchni strany
S odstranénym vickem v odraZzeném svétle. Priméry zon se méfi pravitkem nebo posuvnym
méfitkem na nejbliz§i milimetr (Obrazek 14). K méfeni zon mlze byt pouZzit automaticky
odecitaé, ktery je kalibrovan podle manualniho odecitani (Obrazek 15). Pokud jsou plotny
odecitany s pomoci Sablon, je zapotiebi umistit Sablonu na plotnu a zény interpretovat podle
breakpointi EUCAST ¢i CLSI vyznacenych na Sabloné. Vyskytnou-li se dvojité zény nebo

odlisné kolonie uvnitf zony, kontroluje se Cistota kultury a test se ptipadné opakuje. Pokud je
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kultura cista, pak se pfi méfeni berou do tivahy kolonie uvnitf inhibi¢nich zon. Pfitomnost

drobnych kolonii uvnitf inhibi¢ni zony se hodnoti jako rezistence. Zvlastni pozornost je tfeba

vénovat inhibi¢nim zénam kolem oxacilinu a vankomycinu u stafylokokt, kolem vankomycinu
[7,37]

a vysokych koncentraci aminoglykosidt u enterokoki

Obrdzek 13: Méfeni inhibiéni zony posuvnym méFitkem 7]

Diskova difuzni metoda muize byt i poloautomatizovana s pouzitim obrazovych
analyzatort ke C¢teni zon, se ziskem objektivnéjSich a reprodukovatelnéjSich vysledku.
Automatické systémy, které se b&zné& pouzivaji obvykle spojuji identifikaci s testovanim. Casto
probiha v krat$i dobé neZ pfi manudlnim cteni. Zkraceni doby c¢teni zajist'uje citlivy opticky

detekéni systém umoziujici detekci jemnych zmén bakterialniho rastu 191,

Obrazek 14: BACMED G2 64

1.3 OVLIVNENI VYSLEDKU DISKOVE DIFUZNI METODY

Existuje nekolik faktorti, které mohou ovlivnit piesnost vysledkli. Nejdulezitéjsi jsou
obsah antibiotika v disku, velikost disku, difuze antimikrobialni latky, vyska agaru, rychlost
rtstu bakterie, hustota inokula a aktivita 1é¢iva proti testovanému kmeni P, K dalim faktorim
ovliviiujicim pfesnost metody fadime pH, vlhkost a slozeni média (441,
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1.3.1 Velikost disku

Rozsah difuze 1€Civa je ziejmé ovlivnén Sitkou disku. Papirové disky jsou nyni téméet

univerzalné vyrabény s primérem 6 mm. Dal§im faktorem je povaha pouzitého papiru, protoze

rtizné druhy papiru maji vliv na uvoliiovani antibiotika %,

1.3.2 Difuize antimikrobialni latky

Velikost a naboj 1é¢iva jsou dvé rozhodujici vlastnosti. Obecné plati, ze vétsi molekuly

difunduji pomaleji a inhibi¢ni zony jsou nasledkem toho mensi. Antimikrobialni latky
s velkymi molekulami jsou glykopeptidova antibiotika (vankomycin, teikoplanin, polymyxin
B, kolistin). Zaroven siln¢ kationtové molekuly budou inhibovany v jejich diftzi kvili
interakcim s kyselymi nebo sulfatovymi skupinami na agarovém polymeru. Polymyxiny jsou
silné kationtové a jejich diftize je proto snizena. Aminoglykosidy jsou méné kationtové, a proto

je schopnost diflize snizena jen mirng %511,

Velikost zon mitize dale ovlivnit také obsah kationtd v médiu. Prili$ velké mnozstvi kationt
ma za nasledek zmenseni z6n, a naopak nizky obsah kationtd v médiu vede k nepfiméiené

velkym inhibiénim zénam [,

1.3.3 Hloubka (vyska) agaru

Vyska agaru v Petriho misce také ovliviiuje zénu inhibice, v disledku vétsi ucinné

koncentrace antibiotika a nerovnomérné difuze v agaru. Pokud je agar pfili$ tenky bude ziejma
vétsi inhibi¢ni zona neZ v piipad€ vysSiho agaru. Pro vétSinu metod je optimalni vyska agaru

4 mm. Agar o vyice 3 mm a méné je povazovan za tenky 051,

1.3.4 Doba mezi inokulaci ploten a polozenim diskt

Casové prodleva mezi inokulaci suspenze na povrch agaru a aplikaci antibiotickych
diskt ma vyznamny vliv na koneény primeér zony. Mnoho bakterii roste i pti laboratorni teploté,
coz je teplota, pii které jsou plotny inokulovény. Obecné se doporucuje pii diskové difuzni
metod¢, aby se disky aplikovaly béhem 15 minut od inokulace ploten. Vyjimkou je §védska
metoda, ktera vyzaduje umisténi diskti béhem 45 minut. Také vyzaduje dobu 30 — 60 minut
predbézné diftize, béhem které jsou plotny s aplikovanymi disky ponechany na laboratornim

stole, aby se umoznila dostate¢na difuze 1é¢iva pied umisténim ptdy do inkubatoru 11,

1.3.5 Inkubace

U rychle rostoucich bakterii se inhibi¢ni zo6na vytvaii béhem n¢kolika hodin po zahajeni

inkubace. Teoreticky je tedy mozné odecitat priméry zon v momentu, kdy je viditelny rust. Pti
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dalsi inkubaci, kterd je doporucena pro vSechny mikroorganismy, mize dojit k jemnym
zméndm v praméru inhibiéni zény. Tyto zmény jsou vysledkem opozdéného ristu, lepSiho
zobrazeni Castecné inhibice nebo zpozdéného rlstu rezistentnich kmend. Protoze velikosti
breakpointl jsou uréeny k hodnoceni citlivosti az po konkrétni inkuba¢ni dobé&, neni obvykle
mozné tyto hodnoty pouzit dfive. Je-li vSak inhibi¢ni zéna jednoznaéné rezistentni, dalsi
inkubace pravdépodobné zoénu pouze zmens$i, a proto by bylo mozné odecist kmen jako
rezistentni, ve chvili, kdy se rtst stane viditelnym. Delsi inkubace agarové plotny nema
vyznamny vliv na interpretaci vysledkt Y. Pokud jsou plotny ponechany po aplikaci diskd
delsi dobu pfi laboratorni teploté, mize dojit k tzv. pre-difuzi a inhibi¢ni zény mohou byt
chybne¢ vétsi. Je dulezité, aby v inkubatoru nebylo skladano velké mnozstvi ploten na sebe. Tato
skute¢nost by mohla ovlivnit vysledky v diisledku nerovnomérného zahtivani. Inkubacni doba
by neméla piesdhnout doporucené ¢asové limity. Delsi inkubace by mohla mit za nasledek riist

v inhibi¢nich zénach a mikroorganismus by se jevil jako fale$né rezistentni 57,

1.3.6 pH

Hodnota pH média je dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje pfesnost testovani
antimikrobialni citlivosti. Pokud je pH média pfili§ nizké, néktera 1é¢iva, jako jsou
aminoglykosidy, chinolony a makrolidy, ztraceji svou u¢innost. Naproti tomu tetracykliny, maji

v&tsi aktivitu pii niz§im pH a v piipadé vyssiho pH ztraceji svou u¢innost (41,

1.3.7 VIhkost

Ptitomnost piebytecné vlhkosti na médiu miZe zplisobovat rozmyvani zon, coZ mize
vést k nepfesnostem pifi testovani citlivosti. Kultivaéni média je proto nutné pied pouzitim
vysu$it v inkubatoru nebo v laminarnim boxu. Naopak pfili§ suché médium ma vliv

na schopnost difuze antibiotika pies agar 9%,

1.3.8 Slozeni média

Pokud média vybrana pro testovani citlivosti obsahuji nadbyte¢né mnozstvi thyminu

nebo thymidinu, budou reverzibiln¢ inhibovat piisobeni antimikrobialnich latek, jako jsou
napfiiklad trimethoprimova antibiotika. Reverzibilni inhibice zpiisobuje ovlivnéni velikosti zon,
které mohou byt mensi nebo méné zietelné nebo dokonce zény viibec nevznikaji a je chybné
interpretovana rezistence. Mueller-Hinton agar ma nizky obsah thyminu i thymidinu, a proto je

pouzivan k testovani citlivosti 491,
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1.4 NORMY

Existuji dva rGzné schvalené referenéni postupy pro testovani citlivosti
na antimikrobialni latky - CLSI a EUCAST. Diskova difaze je jednou z nejstarSich metod
K testovani antimikrobidlni citlivosti a zlstava jednou z nejrozsifenéjSich metod pouzivanych
Vv klinickych laboratofich. Mezi hlavni spole¢nosti zabyvajici se testovanim antimikrobidlni
citlivosti patti BSAC (Velka Britanie), CA-SFM (Francie), DIN (Némecko) a SRGA
(Svédsko). Tyto spoleénosti si vyvinuly vlastni postup pro testovani antimikrobialni citlivosti
diskovou diftizni metodu pro testovani antimikrobialni citlivosti, protoze nebyly uréeny zadné
evropské standardni postupy pro testovani. Evropsky vybor pro testovani citlivosti
na antimikrobialni latky (EUCAST), zahdajil vyvoj standardizované metody. Stejné jako
U vétsiny jinych metod, je diskova difuze podle EUCAST metody zaloZena na definovanych

zasadach mezinarodni spoluprace.

Technické parametry diskové difuzni metody EUCAST a CLSI jsou téméf identické.
Existuje maly rozdil ve standardni dobé inkubace, 16 — 18 hodin podle CLSI a 16-20 hodin
podle EUCAST metody. Pro né€kolik bakterii doporucuje EUCAST niZsi obsahy antibiotik
Vv discich, v porovnani s CLSI spole¢nosti. Pro testovani kontrolnich kmenti pfijala spolecnost
EUCAST kritéria spole¢nosti CLSI. Pro pifipady, kdy EUCAST doporucuje pro kontrolni
testovani jiné kmeny, jind média nebo odlisSny obsah diskl nez doporucuje CLSI metoda, byla
spole¢nosti vytvotrena vlastni specificka kritéria. Cilové hodnoty pro odecitani vysledki jsou
stanoveny podle CLSI spole¢nosti a byly znovu peclivé kontrolovany pii vyvoji EUCAST

metody 481

1.4.1 EUCAST

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing neboli Evropska komise
pro testovani antimikrobialni citlivosti. Je pod zaStitou Evropské spolecnosti pro klinickou
mikrobiologii a infekéni nemoci (ESCMID) a Evropského stfediska pro prevenci a kontrolu

nemoci (ECDC). Organizace vznikla v roce 1997 71,

Cile organizace

Cilem spolecnosti je stanovit, pfezkoumat a revidovat evropské mezni hodnoty
antibiotik (breakpoint) a epidemiologické hrani¢ni hodnoty pro sledovani antimikrobialni
rezistence. Podporovat vyvoj a standardizaci metod in vitro testovani na antimikrobidlni
citlivosti, pouzivanych v Evrop€. Podporovat zajisténi kvality testovani antimikrobialni

citlivosti in vitro. Podporovat vzdélavani a skoleni v oblasti testovani antimikrobidlni citlivosti.
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Radit ECDC a dal§im zdravotnickym agenturdm Evropské unie v otdzkach tykajicich se
testovani antimikrobidlni citlivosti a detekce determinantl rezistence relevantnich pro vetejné
zdravi. Spolupracovat s mezinarodnimi skupinami, ECDC a dalSimi zdravotnickymi
agenturami Evropské unie zapojenymi do testovani antimikrobidlni citlivosti a také
epidemiologie antimikrobidlni rezistence u lidskych patogend. Usilovat o mezindrodni

konsensus a harmonizaci klinickych breakpointtl a testovani antimikrobialni citlivosti 71,

1.4.2 CLSI

The Clinical and Laboratory Standards neboli Klinicky a laboratorni standardiza¢ni
institut. CLSI je neziskova ¢lenskd organizace, ktera sdruzuje rtznorodou perspektivu
a odborné znalosti celosvétové laboratorni komunity. Vyviji a provadi klinické laboratorni
normy apokyny, které pomahaji laboratofim plnit jejich odpovédnosti za efektivitu

a pouzitelnost 21,

Historie vzniku

V poloving¢ 60. let vedla skupina zainteresovanych jedinci diskuse, které vedly
ke koncepci nezavislé organizace, ktera by byla schopna pfipravit standardy pfijatelné pro
jejich pouziti. Tato organizace se posléze stala znamou jako Narodni Vybor pro Klinické
Laboratorni Standardy (NCCLS — National Committee for Clinical Laboratory Standards).
Pozdéji vlednu 2005 doSlo k pfejmenovani organizace. Nyni je znama jako Klinicky
a Laboratorni Standardiza¢ni institut (CLSI — Clinical and Laboratory Standards institute),
tento nazev je povazovan za presnéjsi. Klinické laboratorni normy mély pfipravovat vybory
sloZzené z odbornikli akademické sféry a primyslu. Jakmile byla norma napséna a schvalena
radou CLSI, méla byt publikovéna jako navrhovana norma a vSichni zainteresovani jednotlivci
byli pozadani, aby odpovédéli na vSechny pripominky a provedli ptislusné zmény nebo pisemné
vysvétlili, pro¢ nékteré navrhy nebyly pfijaty. Po tvodnim procesu piezkoumani byly v§echny
dokumenty schvaleny. Dokumenty jsou kazdé tfi roky peclivé prezkoumavany a podle

vysledku je ukonéeny nebo revidovany 5%,

Cile organizace

Vypracovani standardnich referenénich metod pro testy antimikrobidlni citlivosti.
Poskytovani parametri kontroly kvality pro standardni zkuSebni metody. Stanoveni

interpretacnich  kritérii pro vysledky standardnich antimikrobidlnich testh citlivosti.
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Poskytovani ndvrhti pro strategie testovani a hlaseni, které jsou klinicky relevantni a ndkladovée

efektivni. Neustalé vylepSovani standardil a pokynil, ¢imZ se optimalizuje detekce %2,
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2 EXPERIMETNALNI CAST

2.1

Kontrolni kmeny

Inovace diskové difizni metody byla provadéna na nésledujicich kontrolnich

kmenech - Escherichia coli (CCM 3954/ATCC 25922), Haemophilus influenzae (CCM 4457/
ATCC 49766), Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955/ATCC 27853), Staphylococcus aureus
(CCM 4223/ATCC 29213), a Streptococcus pneumoniae (CCM 4501/ATCC 49619). Kontrolni

kmeny ve formé Zelatinovych diski byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM) Brno.

2.2

2.3

EV),

Antibiotické disky

Amoxycilin/klavulanova kyselina (OXOID, ¢.8. 1853839)
Ampicilin (OXOID, ¢.8. 1894715)

Aztreonam (OXOID, €.5. 1894707)

Cefadroxil (OXOID, ¢.§ 1879489)

Cefepim (OXOID, ¢.8. 1890784)

Cefotaxim (OXOID, ¢.8. 1890057)

Cefoxitin (OXOID, ¢.8. 1894831)

Cefuroxim (OXOID, ¢.5. 1883386)

Ciprofloxacin (OXOID, ¢.8. 2111129)

Klindamycin (OXOID, €.8. 1894873)

Doxycyklin (OXOID, ¢.8. 1872713)

Erythromycin (OXOID, ¢.5. 1861812)

Oxacilin (OXOID, ¢.5. 1894822)

Penicilin G (OXOID, ¢.5. 1876242)
Sulphamethoxazol/trimethoprim (OXOID, ¢.8. 2000920)
Tetracyklin (OXOID, ¢.8. 1876565)
Tikarcilin/klavulanova kyselina (OXOID, ¢.§5. 1693579)

Pristroje a pomiicky
Pristroje

Laminarni box MSC 12 (JOUAN SA, Francie), tiepacka Vortex V-1 plus (BIOSAN,
CO; inkubator Biocenter (SalvisLab, Svycarsko), inkubator Memmert INE 500
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(Memmert, Némecko), digitalni vahy 440-43 (KERN, Némecko) AEG SANTO chladnicka
a mraznicka (Electrolux, Svédsko), denzitometr DEN — 1B (bioSan, LotySsko), BACMED G2
(Aspiag s.r.o, Litomysl). Sterilizace skla (Sterimat HS202A, BMT Medical Technology s.r.o.,
CR), plastt (parni sterilizator PS20A, Chirana, CR) provadény v ramci Univerzity Pardubice.

e Pomiicky

Jednokanalové pipety (0,5 — 10 ul, 100 — 1000 ul, 500 — 5000 ul; Sartorius — family
Biohit, Némecko), $pi¢ky 10 ul, 100 ul, 5000 ul (Sartorius — family Biohit, Némecko),
jednorazové sterilni oc¢kovaci klicky 10 pl (Kartell s.p.a., Itdlie), plastovéa jednorazova kapatka,
sterilni jendordzové tampony CLASSIQSwabs (COPAN, Italie) , plastové zkumavky 15 ccm
PS — sterilni (GAMA group a.s., Ceské Bud&jovice), Mueller — Hinton agar a Mueller — Hinton
agar s konskou krvi a NAD (LabMediaServis s.r.o., Jaromé&f), Mueller — Hinton E agar
a Mueller — Hinton agar + 5% horse blood + 20 mg/l B-NAD (bioMérieux SA, Francie),

antibiotické disky (Oxoid cz s.r.0., Brno).

Sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem 250 ml, 500 ml (Fisher Scientific, spol. s.r.o.,
CR), odmémé valce 25 ml (SIMAX — Kavalierglass, a.s., CR), sklenéné Petriho misky 9 cm,
sklenéné kadinky (SIMAX — Kavalierglass, a.s., Ceskoslovenskd republika), sklenéné

zkumavky, stojany na zkumavky, gumové zatky.

2.4 KULTIVACNI MEDIA A ROZTOKY

2.4.1 Fyziologicky roztok
4,259 NaCl (PENTA s.r.o., ¢.8. 1801310113) bylo rozpusténo v 500 ml destilované
vody. Ptipraveny roztok byl sterilizovan v parnim sterilizatoru po dobu 15 minut pfi teploté

121 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byl roztok uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.

2.4.2 BHI bujon (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., ¢.5. 0000140607)

7,49 bujoénového prasku bylo rozpusténo ve 200 ml destilované vody. Ptipraveny roztok
byl sterilizovan v parnim sterilizatoru po dobu 15 minut pfi teploté¢ 121 °C. Po vychladnuti

na laboratorni teplotu byl bujon uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.
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2.5 TESTOVANI CITLIVOSTI DISKOVOU DIFUZNI METODOU

2.5.1 Oziveni a pomnozeni testovanych kmenu

Bakterialni kmeny uchovavané podle pokyni na lahvi¢ce, byly vytemperovany
na laboratorni teplotu. Zelatinovy disk byl pfenesen do 3 ml Zivného bujénu (BHI bujén)
vytemperované¢ho na laboratorni teplotu. Po tiplném rozpusténi disku v BHI bujonu, byla ¢ast
inokula odebrana do ¢istého BHI bujonu a ¢ast byla pfenesena na agarové plotny. Nejprve bylo
odebrano 50 ul inokula a pfeneseno na krevni agar. Inokulum s kmeny Haemophilus influenzae
a Streptococcus pneumoniae bylo pieneseno i na ¢okoladovy agar. Inokulum bylo rozizolovano
pomoci jednorazové plastové klicky. Nasledn¢ byl 1 ml inokula pienesen do ¢istého BHI
bujonu. Kmeny Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus byly
inkubovany v normalni atmosféie pti 37 °C. Kmeny Streptococcus pneumoniae a Haemophilus
influenzae byly inkubovany v atmosféfe obohacené o 5 % CO>. Doba inkubace trvala v ptipadé
vSech péti kmenli 24 hodin. Kmeny byly opakované pasdZzovany na kultivacnim médiu.

Revitalizace kontrolnich kmenii byla provedena 3x.

Pfiprava inokula

Do 50 ml sterilni zkumavky bylo napipetovano 25 ml fyziologického roztoku. Z 24
hodinové kultury byl pfipraven zakal ve fyziologickém roztoku o hustoté¢ 0,5 McFarlanda.

Hodnota zékalu byla ovéfena denzitometricky.

Do 15 minut od vytvoteni bakterialni suspenze prob&hla inokulace predem oznacenych
agarovych ploten. Inokulace byla provedena dvéma odlisnymi technikami. Inokulace ptelivem
byla pouZita u kultiva¢nich médii, které byly pfedem zahtaty na teplotu 37 °C. Inokulace
roztérem sterilnim vatovym tamponem byla provedena dle postupu uvadénym normou
EUCAST. Kazdy testovany kmen byl ockovan na celkem 20 kultiva¢nich médii. Z toho 10

kultiva¢nich médii bylo inokulovéano ptelivem a 10 roztérem.
1) Inokulace pielivem

Sterilnim plastovym kapatkem bylo odebrano 1,5 — 2 ml bakterialni suspenze, kterou
byla nasledné prelita agarova plotna. Agarovou plotnou bylo otaceno tak, aby doslo
k dokonalému rozprostieni suspenze po celém povrchu agaru. Zbyvajici tekutina byla opatrné

odsata stejnym kapatkem a vypusténa do odpadu.
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2) Inokulace roztérem

Sterilni vatovy tampdén byl ponofen do bakteridlni suspenze, lehce osuSen o stény

zkumavky a pfiilozen na agarovou plotnu. Roztér byl veden 4 sméry, aby doslo k dokonalému

pokryti plotny suspenzi.

2.5.2 Aplikace antibiotickych diska
Aplikace diskt probéhla do 15 minut od inokulace. V raznici byla pfipravena sestava
Sesti antibiotickych diskt podle konkrétniho bakterialniho kmene (Tabulka 3). Disky byly

do raznice vkladany po sméru hodinovych rucic¢ek. Na inokulované plotny byly postupné

razeny antibiotické disky. Agarové plotny byly nasledné ukladany do inkubatoru.

Tabulka 3 - Skupiny antibiotik pouzité pro jednotlivé kontrolni kmeny

Testovany mikroorganismus Testovana antibiotika
Escherichia coli AMP AMC CXM SXT DO CFR
ATCC 25922 10ug | 30pug | 30pg | 25pug | 30pg | 30 g
Pseudomonas aeruginosa FOX CTX TIM ATM FEP CIP
ATCC 27853 30 ug Sug 85 ug 30pg | 30 g S5ug
Staphylococcus aureus FOX DA E SXT TE CIP
ATCC 29213 30 ug 2 ug 15 pg 25pug | 30 pg S5ug
Haemophilus influenzae P AMC E SXT TE CIP
ATCC 49766 1 pug 30 ug 15 pg 25ug | 30 pg S5ug
Streptococcus pneumoniae OoX DA E SXT TE CIP
ATCC 49619 1pg 2 ug 15 pg 25ug | 30 pg S5ug

Legenda: AMP — Ampicillin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil, FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarciin / klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP -
Cefepim, CIP — Ciprofloxacin, DA — Klindamycin, E — Erythromycin, TE — Tetracyklin, P — Penicilin, OX - Oxacilin

2.5.3 Inkubace

Naockovana kultivaéni média byla umisténa do inkubétoru nejpozdéji do 15 minut
od aplikace antibiotickych diskti. Petriho misky s kultivaénimi médii byly vkladany
do inkubatoru ve sloupcich po tiech. Kmeny byly inkubovany pii teplot¢ 37 °C. Podminky
inkubace byly voleny dle druhu naockovaného kmene. Kontrolni kmeny rodu Escherichia,
Pseudomonas a Staphylococcus byly inkubovany na vzduchu. Kontrolni kmeny Haemophilus
a Streptococcus byly inkubovany v5 % CO, . Délka inkubace byla 4, 5, 6, 7 a 24 hodin.
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Po stanoven¢ dob¢ inkubace byly zméfeny inhibi¢ni zény na piistroji BACMED.
Ve stanovenou hodinu byla odecitana celkem 4 kultiva¢ni média s jednim kontrolnim kmenem.
Z toho dv¢ kultiva¢ni média byla inokulovéana roztérem a dve prelivem. Kultiva¢ni média, ktera

byla vyndana z inkubatoru, se jiz znovu neinkubovala.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Citlivost na antibiotika u vybranych referenénich kment (Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae) byla testovana diskovou difizni metodou. Kazdy referen¢ni kmen byl testovan
na dvaceti Petriho miskach s Mueller — Hinton agarem. Polovina téchto kultiva¢nich médii byla
pfed samotnym testovanim vyndana zlednice a minimalné¢ 15 minut skladovana
za laboratornich podminek za i¢elem vytemperovani kultiva¢nich médii na laboratorni teplotu.
Druhé polovina kultivacnich médii byla pies noc predehfivand na teplotu 37 °C umisténim
do inkubatoru. Z inkubatoru byla vyndana tésné pied inokulaci suspenze referen¢niho kmene.
Suspenze byla inokulovana dvojim zptisobem — metodou ptelivu inokula a metodou roztéru
inokula. VSechna méfeni byla provadéna na ptistroji BACMED a odecet vysledki probihal
po 4,5, 6,7 a 24 hodinach.

Cilem prace bylo zkratit dobu potfebnou k odec¢tu inhibi¢nich zén. Z toho divodu byla
snaha o zajisténi kontinudlniho mnozeni testovaného referenéniho kmene zamezenim
teplotnich Sokii a dostate¢né silného naristu testovaného kmene spravné zvolenym zptsobem

inokulace.
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-Testovani citlivosti referenéniho kmene Escherichia coli na vvbrana

antibiotika

Tabulka 4 — Pramér inhibi¢nich zo6n — Escherichia coli, pfedehiaté kultivaéni médium, inokulace

prelivem

Escherichia coli — piredehiaté kultivaéni médium, inokulace pielivem

Cas [h] AMP AMC CXM SXT DO CFR
4 102+3,9 | 11,5453 | 129+6,7 | 13,8+76 | 17,5+6,6 | 12,9+3,9
5 14+0 16,7+2,0 | 183+0,7 | 20,8+1,5 | 189+0.8 | 14,9+09
6 13,1+0,9 | 168+21 | 17.8+13 | 209+1,4 | 18,0+0,7 | 14,5+0,8
7 13,1+0,9 | 163+2,1 | 184+08 | 21,3+13 | 18,8+1,2 | 14,5+0,8
24 13,1+09 | 17,6+2,6 | 184+08 | 21.8+15 | 188+1,2 14+0

Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol Trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

Graf 1 — Citlivost Escherichia coli na antibiotika — pfedehiaté kultiva¢ni médium, inokulace ptelivem
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predehraté kultivacni médium, inokulace prelivem
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

Prvnim testovanym referenénim kmenem byla E.coli ATCC 25922. Suspenze kmene
byla inokulovana pfelivem na kultiva¢nim médiu pfedehfatém na teplotu 37 °C. V grafu 1 jsou
uvedeny zmény priamért inhibi¢nich zo6n, které byly naméfeny piistrojem BACMED po 4, 5,

6, 7 a 24 hodinéch inkubace pfi 37 °C. Priméry inhibi¢nich z6n se po 6 hodinach inkubace jiz
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témer neménily s vyjimkou amoxicilin/klavulanové kyseliny. Kolem disku s timto antibiotikem

byl naméfen nepatrné vétsi primeér inhibic¢ni zony po 24 hodinach nez po 7 hodinach inkubace.

V Tabulce 4 jsou zaznamenany prumeérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou

odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova

data k vytvoreni grafu 1. Nejvétsi odchylka byla zjisténa u vSech antibiotik po 4 hodinach

inkubace. Naopak nejmens$i odchylka, tedy nejpodobnéjsi velikosti inhibi¢nich z6n byly

nameéfeny u cefuroximu od 5. hodiny inkubace.

Tabulka 5 — Primér inhibi¢nich zon — Escherichia coli, inokulace ptelivem

Escherichia coli — inokulace prelivem
Cas [h] AMP AMC CXM SXT DO CFR
4 10,2+£3,9 16,6+6,0 16,2+5,8 17,9£7.7 17,5+6,5 13,9+4 4
5 13,5+0,8 19,5+1,3 18,9+0,8 | 22.6+1,9 | 20,8+0,8 15,8+0
6 13,1+0,9 19,1+0,8 19,5+0 23,1+0 20,4+0,9 14,5+0,8
7 13,1+0,9 19,2+1,0 18,5£0,9 | 22,6+0.8 18,9+0,8 14,5+0,8
24 13,1+0,9 18,9+1,5 18,9+0.8 | 20,8+0,8 18,5+0,9 14,5+0,8

Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

Graf 2 — Citlivost Escherichia coli na antibiotika — inokulace ptelivem
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil
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V Tabulce 5 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zén se smérodatnou

odchylkou kazdého antibiotika v pritbéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova

data k vytvoreni grafu 2. Velikosti inhibi¢nich zon s nejmensi odchylkou byly naméteny od 6

hodiny inkubace.

Suspenze E.coli byla inokulovana ptelivem na nepiedehraté kultivaéni médium. V grafu

2 vidime pruméry inhibi¢nich zon, které se po 7 hodinach inkubace témét neméni s vyjimkou

antibiotika sulfamethoxazol/trimethoprimu.

ke zmenseni inhibi¢ni zony, patrné v dusledku prerdstani ptivodni velikosti inhibi¢ni zony.

Tabulka 6 — Pramér inhibi¢nich zoén — Escherichia coli, pfedehiaté kultivaéni médium, inokulace

U sulfamethoxazolu/trimethoprimu dochazi

roztérem
Escherichia coli — piredehiaté kultivaéni médium, inokulace roztérem
Cas [h] AMP AMC CXM SXT DO CFR
4 6,30 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0
5 9,7+3.5 9,1+4,9 6,3+0 16,5+10,2 6,3+0 8,7+4,1
6 11,6+£3,2 19,94+0,8 21,3+1,3 26,7+0 17,1+6,4 17,6+2.2
7 15,442 4 18,9+0,8 | 20,4+0,9 21,2486 17,1+6,3 17,64+3,1
24 12,6+0,8 19,94+0,8 18,5+2,7 24,5+1,5 20,3+0,9 16,7+0.9

Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil
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Graf 3 — Citlivost Escherichia coli na antibiotika — pfedehiaté kultivaéni médium, inokulace roztérem

Escherichia coli
predehraté kultivacni médium, inokulace roztérem
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

V tabulce 6 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zén se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pritbéhu ¢asu odeétu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoteni grafu 3. Po 4 hodinach inkubace nebyly zméteny inhibi¢ni zony u zadného

antibiotika.

Suspenze E.coli byla v tomto piipadé inokulovana roztérem na kultivaéni médium
predehtaté na 37 °C. V grafu 3 jsou uvedeny primérné velikosti inhibi¢nich zon, které se mezi
7 a 24 hodinou inkubace vyznamné meénily. Nejvétsi rozdil ve velikosti byl zaznamenan
u antibiotik sulfamethoxazol/trimethoprimu a doxycyklinu, jejichz inhibi¢ni zény se po 7
hodinach inkubace vyznamné zvétsily. Primérnd inhibi¢ni zéna ampicilinu se po 24. hodinach

inkubace zmensSila.
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Tabulka 7 — Priimér inhibi¢nich zén — Escherichia coli, inokulace roztérem

Escherichia coli — inokulace roztérem
Cas [h] AMP AMC CXM SXT DO CFR
4 8,7+4,1 9,1+4,9 6,3+0 10,9+8,1 10,5+7,3 9,1+4,9
5 129+39 | 12,9+6,7 | 13,8475 | 156293 | 14279 | 15758
6 14,5+0,8 19,0+1,5 21,3+0 25,8+0,9 21,3+0 17,6+1,3
7 14+1,8 18,5+0,9 21,3+0 24,9+1,3 21,3+0 16,7+0,9
24 13,5+0,8 | 18,5+0,9 21,3+0 24+0,9 20,8+0.8 15,840

Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

Graf 4 — Citlivost Escherichia coli na antibiotika — inokulace roztérem

Escherichia coli
inokulace roztérem
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

V tabulce 7 jsou zaznamenany prumeérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pritbé¢hu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoteni grafu 4. U antibiotika CXM byly namétené hodnoty u vsech testovani od 6

hodiny neménné, vyplyva to z nulové smérodatné odchylky.

Inokulum bylo nanadSeno roztérem na nepfedehiatd kultivaéni média. Priméry
inhibi¢nich zo6n, viditelné v grafu 4 zlstaly od 6. hodiny téméf neménné. Nejveétsi narist

velikosti inhibi€nich z6n byl zaznamendn mezi 4. a 6. inkubac¢ni hodinou.
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Tabulka 8 - Rozmezi breakpointli podle EUCAST tabulek pro Escherichia coli ATCC 25922

Antibiotikum Obsah latky [pg] C[mm] > R [mm] <
Ampicilin 10 14 14
Amoxicilin-klavulanat 20-10 19 19
Cefuroxim 30 26 20
Sulfamethoxazol - 1,25-23,75 14 11

trimethoprim

Doxycyklin - - -
Cefadroxil 30 12 12

Graf 5 — Porovnani velikosti inhibi¢nich zén po 7 hodinach inkubace Escherichia coli - inokulace
prelivem a roztérem na predehfatém kultivaénim médiu

Escherichia coli - inkubace 7 hodin
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

V grafu 5 je srovnani mezi inokulaci roztérem a ptelivem na pfedehiatém kultivacnim
médiu pii teplot¢ 37 °C po 7 hodinach inkubace. V tabulce 8 jsou referencni rozmezi
breakpointi, ptevzaty z tabulek EUCASTU. Pro antibiotikum doxycyklin nejsou definované
breakpoitny.

Pfi metodé¢ prelivu byla E.coli stfedné citlivdi pouze na antibiotika
sulfamethoxazole/trimethoprim a cefuroxim. Metodou roztéru bylo dosazeno lepSich vysledkt.

Referen¢ni kmen byl citlivy na ampicilin, sulfamethoxazol/trimethoprim a cefuroxim, stiedné
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citlivy na cefadroxil. Z grafu je patrné, Ze pfi inokulaci roztérem byly inhibi¢ni zony vétsi nez

pfi inokulaci pielivem.

Graf 6 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Escherichia coli — inokulace
prelivem a roztérem

Escherichia coli - inkubace 7 hodin
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

Graf 6 zobrazuje porovnani mezi inokulaci pfelivem a roztérem po 7 hodinach inkubace.
Hodnoty byly porovnany s tabulkou 8. Pfi srovnani inhibi¢nich z6n s breakpointy uvedenymi
Vv tabulce 8 lze fici, ze inokulace roztérem poskytuje presnéjsi vysledky. Rezistentni byl
referen¢ni kmen pouze na antibiotikum amoxicilin/klavulanova kyselina. Ostatni priméry zon
byly vyhodnoceny jako citlivé, cefuroxim jako stfedné citlivy. Inokulaci ptelivem byly jako
citivé vyhodnoceny pruméry zén u sulfamethoxazol/trimethoprimu, cefadroxilu
a amoxycilin/klavulanové kyseliny. Kmen E.coli byl na zbyla antibiotika rezistentni. Krom¢
priméru inhibi¢ni zény u amoxycilin/klavulanové kyseliny byly zony pfi inokulaci roztérem

vetsi nez pii inokulaci pielivem.
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Graf 7 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Escherichia coli — inokulace
prelivem s predehratym kultivacnim médiem a nepiedehiatym kultivacnim médiem

Escherichia coli - inkubace 7 hodin
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

V grafu 7 je zobrazeno srovnani inokulace ptelivem na pfedehfatém kultivacnim médiu
pti 37 °C a na kultiva¢nim médiu laboratorni teploty. Na antibiotika ampicilin, cefuroxim
a cefadroxil neméla teplota média zadny vliv, priméry inhibi¢nich zén byly stejné.
U amoxycilin/klavulanové kyseliny, sulfamethoxazole/trimethoprimu a doxycyklinu byly
pruméry inhibi¢nich zén vétsi na kultivaénim médiu uchovavaném pied testem v lednici.
V obou piipadech byla E. coli citliva na sulfamethoxazol/trimethoprim a cefadroxil.
S vyjimkou amoxycylin/klavulanové kyseliny, byl referenéni kmen k ostatnim antibiotikiim

rezistentni.

58



Graf 8 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Escherichia coli — inokulace
roztérem s predehtatym kultivaénim médiem a nepiedehiatym kultivacnim médiem

Escherichia coli - inkubace 7 hodin
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Legenda: AMP — Ampicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, CXM — Cefuroxim, SXT — Sulfamethoxazol Trimethoprim, DO —
Doxycyklin, CFR — Cefadroxil

Graf 8 zobrazuje srovnani pramért inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace inokulaci
roztérem na predehfatém kultivacnim médiu pii 37 °C a neptfedehiatém kultivacnim médiu.
Na nepfedehfatém kultivaénim médiu se kolem antibiotickych diskii vytvorily vétsi inhibi¢ni
zony u amoxycilin-klavulanatu, cefuroximu, sulfamethoxazole/trimethoprimu a doxycyklinu.
Referen¢ni kmen byl v tomto piipad€ rezistentni pouze na amoxycilin-klavulanat. V ptipadé
predehfatého kultivaniho média byl referenéni kmen rezistentni k doxycyklinu

a sulfamethoxazol/trimethoprimu.
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Testovani citlivosti referenéniho Haemophilus influenzae na vybrana

antibiotika

Tabulka 9 — Primér inhibi¢nich zon — Haemophilus influenzae, predehtaté kultivaéni médium,
inokulace pielivem

Haemophilus influenzae — predehiaté kultivaéni médium, inokulace prelivem
Cas [h] P AMC ERY SXT TE CIP
4 9,1+4,9 9,1+4,9 6,30 6,30 6,30 6,30
5 6,340 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
6 10,9+8,06 6,310 6,30 6,30 6,30 11,9+£9.,6
7 10,5+£7,3 6,310 8,7+4,1 6,30 15,6+9,3 16,9+10,7
24 172+1,5 | 15,7%55 | 19,5+1,8 | 22,129,1 | 23,1253 | 16,5+102

Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

Graf 9 — Citlivost Haemophilus influenzae na antibiotika — ptedehfaté kultivaéni médium, inokulace
prelivem

Haemophilus influenzae
predehraté kultivacni médium, inokulace prelivem

24
E 22 A
c 20 A
= 18 -
= y
‘R 16 1 / = P
=
S 14 1 AMC
o 12 4 /7
o ERY
= 10 A
E 2 SXT
] 6 A
£, TE
a 5 CIP

0

4 5 6 7 24
¢as [hodiny]

Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

V Tabulce 9 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zoén (v mm)
se smérodatnou odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly
vyuzity jako zdrojova data k vytvofeni grafu 9. Smérodatné odchylky u zon, které byly
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zméteny, tedy u hodnot, které nemaji pramér 6,3 mm, jsou velké. Diivodem je velka diverzita

vysledku jednotlivych méfenti.

Dalsim testovanym referenénim kmenem byl H. influenzae ATCC 49766. Suspenze
tohoto referencniho kmene byla inokulovana pfelivem na pfedehiatém kultivaénim médiu
(37 °C). Vgrafu 9 jsou zaznamenany pramérné velikosti inhibi¢nich zén ménicich
se v zavislosti na ¢ase odectu. Nejvetsi nartst inhibi¢nich zon byl zaznamenan od 7 hodin
inkubace do 24 hodin inkubace, s vyjimkou ciprofloxacinu. Velikost inhibi¢ni zony se u tohoto
antibiotika mezi 7 hodinou a 24 hodinou inkubace vyznamné neméni. U antibiotik
erythromycin, sulfamethoxazole/trimethoprim, tetracyklin a ciprofloxacin nebyl viditelny

nariist kolem antibiotického disku az do 7. hodiny inkubace.

Tabulka 10 — Pramér inhibi¢nich zon — Haemophilus influenzae, inokulace pielivem

Haemophilus influenzae — inokulace pielivem
Cas [h] P AMC ERY SXT TE CIP
4 8,7+4,1 8,7+4,1 6,3+0 6,310 6,310 6,310
5 9,144,9 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
6 12,9471 8,7+4.1 9,144.9 6,30 10,948,1 10,948,1
7 13,3+£7,7 6,310 6,30 8,243.3 13,3+8,3 11,4+8,8
24 18,5+4,8 19,9+1,6 10,1+4,1 22,6424 | 23,1+42 15,2489

Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin
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Graf 10 — Citlivost Haemophilus influenzae na antibiotika — inokulace ptelivem
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Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE —

Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

V Tabulce 10 jsou zaznamenany pramérné hodnoty inhibi¢nich zon (v mm)

se smérodatnou odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu casu odectu. Tyto hodnoty byly

vyuZzity jako zdrojova data k vytvoteni grafu 10.

Dale bylo inokulum H. influenzae nanaseno na kultiva¢ni médium o laboratorni teploté.

Stejné jako u grafu 9 byl u grafu 10 zaznamenan nejvétsi nartst velikosti inhibi¢ni zony mezi

7. a 24. hodinou.

sulfamethoxazole/trimethoprim a amoxicilin/klavulanové kyseliny.

Tabulka 11 - Pramér inhibi¢nich zon — Haemophilus influenzae, predehraté kultivaéni médium,
inokulace roztérem

Nejvétsi rozdil ve velikostech inhibi¢nich zén byl u antibiotik

Haemophilus influenzae — predehiaté kultivaéni médium, inokulace roztérem
Cas [h] P AMC ERY SXT TE CIP
4 6,30 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0
5 6,30 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0
6 15,6493 | 11,048,1 6,30 6,30 6,30 6,30
7 18,0+7,3 11,4488 11,1+4,7 6,30 10,9+8,1 11,4+8,8
24 19,9¢43 | 24,0:3,0 | 16,7427 | 114488 | 18,488 | 16,5+10,2

Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin
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Graf 11 — Citlivost Haemophilus influenzae na antibiotika — pfedehraté kultivaéni médium, inokulace

roztérem
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Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

V Tabulce 11 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pritbéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvofeni grafu 11. Hodnoty smérodatnych odchylek jsou v tomto pripadé opét vysoké.
Dtivodem je velka diverzita vysledkit méteni. Hodnota velikosti inhibi¢ni zony penicilinu po 24

hodinach inkubace se zménila v porovnani s ostatnimi antibiotiky nejméné od inkubace po 7

hodinach.

V grafu 11 jsou zaznamenany inhibi¢ni zony H. influenzae, které se vytvofily
po inokulaci roztérem na kultiva¢ni médium piedehtaté na 37 °C. Z grafu je patrné, ze kolem
antibiotického disku u antibiotik erythromyecin, tetracyklin a ciprofloxacin nenarostla inhibic¢ni
z6na az do 6. hodiny inkubace. U antibiotik penicilin a amoxicilin/klavulanova kyseliny byla
hodnota velikosti inhibi¢nich zény poprvé zméfena po 6. hoding inkubace v porovnani s grafem
9 agrafem 10, kdy byly velikosti inhibi¢nich zén naméfeny uz po 4 hodinach inkubace.
Nejmensi zménu primérné hodnoty velikosti inhibi¢ni zony zaznamenavame u penicilinu po 6.

hodinach inkubace.
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Tabulka 12 — Primér inhibi¢nich z6n — Haemophilus influenzae, inokulace roztérem

Haemophilus influenzae — inokulace roztérem
Cas [h] P AMC ERY SXT TE CIP
4 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0
5 6,30 6,30 6,30 6,30 6,320 6,320
6 14,7+8 4 10,5+7,3 9,1+4.9 6,3+0 10,9+8,1 10,9+8,1
7 18,4+7.,6 10,9+8,1 9,1+4.,9 6,3+0 11,448 8 11,4488
24 20,8+3,9 23,5+1,5 15,842,2 15,249,1 14,249.1 6,3+0

Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

Graf 12 — Citlivost Haemophilus influenzae na antibiotika — inokulace roztérem

Haemophilus influenzae
inokulace roztérem

25 -
E 23 -
£ —e=r
c e
‘2 19 - AMC
-C -
= 17 ERY
2o 15 1
= 13 1 SXT
E 11 4 TE
W g
g . cIp
< 5 : : : : :

4 5 6 7 24

cas[hodiny]

Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

V Tabulce 12 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zén se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu ¢asu odec¢tu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoteni grafu 12.

V grafu 12 jsou zaznamenany pramérné hodnoty inhibi¢nich z6n pro inokulaci roztérem
na kultivacnim médium uchované ptes noc V lednici. Primérné hodnoty inhibi¢nich zon byly
neménné pouze mezi 6. a 7. hodinou inkubace, vyjimku tvofil penicilin. Priméry inhibi¢nich

z6n pro antibiotikum sulfamethoxazole/trimethoprim se az do 7. hodiny inkubace neméni.
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Inhibi¢ni zoéna kolem disku nebyla po tuto dobu viditelnd. Nejvétsi nartist primérné inhibi¢ni

zony byl zaznamenéan u amoxicilin/klavulanové kyseliny mezi 7. a 24. hodinou odectu.

Tabulka 13 - Rozmezi breakpointii dle EUCAST pro Haemophilus influenzae ATCC 49766

Antibiotikum Obsah latky [ug] C[mm]2 R [mm] <
Penicilin - - -
Amoxicilin-klavulanat 20-10 15 15
Erythromycin - - -
Sulfamethoxazol - 1,25-23,75 23 20
trimethoprim
Tetracyklin 30 25 22
Ciprofloxacin 5 30 30

Graf 13 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Haemophilus influenzae -
inokulaci pfelivem a roztérem na predehfatém kultivacnim médiu

Haemophilus influenzae - inkubace 7 hodin
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Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

V tabulce 13 jsou referencni rozmezi breakpointl, pievzaty z tabulek EUCASTuU.

Pro penicilin nebyly uré¢eny mezni hodnoty velikosti inhibi¢nich zon.
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V grafu 13 je uvedeno srovnani mezi inokulaci roztérem a pielivem na predehfatém
kultivaénim médiu pfi teploté 37 °C po 7 hodinach inkubace. Velikosti inhibi¢nich zén byly
u penicilinu, amoxicilin/klavulanové kyseliny a erythromycinu vétsi pii inokulaci roztérem.
V ptipad€ sulfamethoxazol/trimehtoprimu se inhibi¢ni zéna kolem disku viibec nevytvoftila.
U tetracyklinu a ciprofloxacinu se vytvorily vétsi inhibicni zony pii inokulaci ptelivem.
Haemophilus influenzae byl stiedné citlivy pouze na antibiotikum erythromycin pii inokulaci

roztérem. Na ostatni antibiotika byl kmen pfi testovani rezistentni.

Graf 14 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Haemophilus influenzae -
inokulace ptelivem a roztérem

Haemophilus infleunzae - inkubace 7 hodin
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Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

Srovnani inokulace roztérem a ptelivem pro kmen H. influenzae zobrazuje graf 14.
Pti inokulaci prelivem byly velikosti inhibi¢nich zon vetst pouze
u sulfamethoxazol/trimethoprimu a tetracyklinu. U penicilinu, amoxycilin/klavulanové
kyseliny a erythromycinu se vytvofily vétsi praiméry inhibi¢ni zony pii inokulaci roztérem.

Referencni kmen byl rezistentni na v§echna antibiotika.
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Graf 15 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Haemophilus influenzae
inokulaci ptelivem s pfedehfatym kultivaénim médiem a nepredehratym kultivaénim médiem
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Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE —
Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

V grafu 15 je zobrazeno srovnani inokulace pfelivem na pfedehiatém médiu pii 37 °C
a nepfedehfatém kultivaénim médiu. V porovnani velikosti inhibi¢nich zén mezi médiem
predehiatym a nepiedehiatym, se na predehfatém médiu vytvotily vétsi zony pro erythromycin,
tetracyklin a ciprofloxacin. Bohuzel je Haemophilus influenza pfi inokulaci ptelivem rezistentni

ke v§em antibiotikim. Vzhledem k citlivosti kmene je teplota kultivaéniho média nevyznamna.
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Graf 16 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zén po 7 hodinach inkubace Haemophilus influenzae
inokulaci roztérem s predehfatym kultivaénim médiem a nepredehiatym kultivacnim médiem
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Legenda: P — Penicilin, AMC — Amoxycilin/klavulanova kyselina, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE —

Tetracyklin, CIP — Ciprofloxacin

V grafu 16 vidime porovnani inokulace roztérem pii rozdilnych teplotach kultiva¢niho

média. Je patrné, Ze teplota nema v tomto piipad¢ na méfeni vliv. Velikosti inhibi¢nich zén jsou

témét stejné. H. influenzae je stiedné citlivy pouze k antibiotiku erythromycin a to pouze pfi

inokulaci roztérem na neptedehraté kultivacni médium.

Testovani citlivosti referencniho kmene Staphylococcus aureus na vybrana

antibiotika

Tabulka 14 — Praimér inhibiénich zon — Staphylococcus aureus, piedehiaté kultivaéni médium,

inokulace prelivem

Staphylococcus aureus — predehiaté kultivaéni médium, inokulace pielivem
Cas [h] FOX DA ERY SXT TE CIP
4 6,310 10,0+6,5 10,5+7,3 11,4+8,8 6,30 6,30
5 20,8+1,5 6,30 14,2482 6,3+0 10,948,1 12,9+6,6
6 21,30 24,5+0,8 22,2+1,6 25,3+0,8 25,82+0,9 20,8+1,5
7 22,3+1,7 22,2+0,9 22,6£0,8 25,0+£2,1 24+0,9 20,4+0,9
24 26,3+1,5 23,1+2,1 22,6+1,5 25,4+1,5 23,5+0,8 21,3+0

Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin
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Graf 17 — Citlivost Staphylococcus aureus na antibiotika — predehtaté kultiva¢ni médium, inokulace
prelivem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

V tabulce 14 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pritbéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoreni grafu 17. Rozdily v hodnotach velikosti inhibi¢nich zoén se mezi 7 hodinou

inkubace a 24 hodinou inkubace se kromé¢ penicilinu 1i§i minimalné.

S. aureus ATCC 29213 je dalsim testovanym referencnim kmenem. Suspenze inokula
byla nejprve inokulovéana na kultivaéni médium predehtaté na 37 °C. V grafu 17 mizeme vidét
jak se primeéry velikosti inhibi¢nich zén od 6. inkuba¢ni hodiny ustalily a do 24. hodiny
inkubace se témét neménily. Vyjimkou je cefoxitin, jehoz inhibi¢ni zéna se mezi 5. a 7. hodinou
témét nezménila a po 24 hodinach inkubace byl rozdil v narGstu inhibi¢ni zény v porovnani

S ostatnimi antibiotiky vétsi.
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Tabulka 15 — Pramér inhibiénich zon — Staphylococcus aureus, inokulace pielivem

Staphylococcus aureus — inokulace pielivem
Cas [h] FOX DA ERY SXT TE CIP
4 6,3+0 10,5+7,3 6,30 6,30 6,30 6,310
5 16,246,1 15,745,5 10,5+7.,3 6,30 11,448.8 6,30
6 21,7+0,8 24,0+0,9 24+1,6 24,6+0,6 24,5+3,2 21,3+1,3
7 23,3+£2.3 23,542 4 23,1+£2.2 24,5£2.4 24+1,6 20,8+1,9
24 26,7439 | 233+14 | 22,6£1,5 | 258+1,6 | 24,7+1,9 | 21,7+0,8

Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, E — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 18 — Citlivost Staphylococcus aureus na antibiotika — inokulace pielivem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

V Tabulce 15 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuZity jako zdrojova
data k vytvoreni grafu 18. Hodnoty odchylek jsou nejvétsi v 5 hoding odecitani. V tuto dobu

byly naméteny nejrozdilnéjsi praméry inhibi¢nich zon.

Suspenze inokula S.aureus byla v tomto pfipadé inokulovana ptelivem na nepiedehtaté
kultivaéni médium (Graf 18). Stejné jako v grafu 17 se velikosti inhibi¢nich z6n po 6 hoding
inkubace téméf nezménily. Primér inhibi¢ni zony kolem disku s cefoxitinem byl po 24
hodinach inkubace znateln¢ vétsi nez po 7 hodinach inkubace. V porovnani s ostatnimi
antibiotiky se jeho zony vyznamné zvétsila.
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Tabulka 16 — Pramér inhibi¢nich zon — Staphylococcus aureus, predehtaté kultivaéni médium,

inokulace roztérem

Staphylococcus aureus — predehiata kultivaéni médium, inokulace roztérem
Cas [h] FOX DA ERY SXT TE cIP
4 10,5+7,3 6,310 10,5+7,3 6,310 6,310 6,310
5 10,5+7,3 6,310 6,310 6,310 10,948,1 10,5+7,3
6 18,5+7,1 22,7+2,0 6,310 6,310 6,310 10,948,1
7 24+2,7 20,318,5 19,9148,1 22,319,3 27,1%£3,2 22,8%12,7
24 29,7+4,3 26,7+1,3 24,9+2,2 29,4+1,9 26,0+1,7 24,9+1,3

Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 19 — Citlivost Staphylococcus aureus na antibiotika — pfedehiaté kultivaéni médium, inokulace

roztérem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —
Ciprofloxacin

Zdrojova data ke grafu 19 jsou uvedena v tabulce 16. Dale jsou v tabulce zaznamenany
hodnoty smérodatnych odchylek primérnych inhibi¢nich velikosti. Z tabulky 13 je patrné, Ze
inhibi¢ni zéna kolem antibiotického disku sulfamethoxazole/trimethoprim nebyla viditelna

az do 7 hodiny inkubace.

V grafu 19 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zén pro inokulaci roztérem

na kultivaénim médium ptedehtatém pies noc ve 37 °C. Primérné hodnoty inhibi¢nich zon se
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vyrazné¢ ménily az do 24 inkubac¢ni hodiny. Antibiotikum cefoxitin vykazuje téméf linedrni

zavislost ristu primérné hodnoty inhibi¢ni zony.

Tabulka 17 — Pramér inhibi¢nich zon — Staphylococcus aureus, inokulace roztérem

Staphylococcus aureus — inokulace roztérem
Cas [h] FOX DA ERY SXT TE CIP
4 10,5+7,3 6,30 6,30 6,30 6,30 10,948, 1
5 10,5+7.3 6,30 6,3+0 6,3+0 10,9+8,1 10,5+7,3
6 13,8+7,5 6,30 6,30 6,30 6,30 18,9+7,3
7 23.1+1,8 16,1498 15,649.4 162499 | 22,094 | 23,5+1,5
24 29,9432 25,4+1.,5 24,9+1,3 29,8422 24,5+0,8 25,4+0,8

Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —
Ciprofloxacin

Graf 20 — Citlivost Staphylococcus aureus na antibiotika — inokulace roztérem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Zdrojova data ke grafu 20 jsou uvedena v tabulce 17. Dale jsou v tabulce zaznamenany
hodnoty smérodatnych odchylek primérnych inhibi¢nich velikosti. Primérné hodnoty
inhibi¢nich zon pro klindamycin, erytromycin a sulfamathoxazole/trimethoprim od 4. do 6.

hodiny inkubace nebyly zaznamenany, protoze se kolem diskti zadné zony nevytvorily.
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Suspenze inokula S.aureus byla v tomto pfipad¢ inokulovana roztérem (Graf 20).

V grafu mizeme vidét, ze velikosti inhibi¢nich zén byly az do 6 hodiny inkubace relativné

neménné. Poté primér inhibi¢nich zon zacal strmé rust.

Tabulka 18 - Rozmezi breakpointi dle EUCAST pro Staphylococcus aureus ATCC 29213

Antibiotikum Obsah disku [pg] C[mm]2 R [mm] <
Cefoxitin 30 22 22
Klindamycin 2 22 19
Erythromycin 15 21 18
Sulfamethoxazol - 1,25-23,75 17 14

trimethoprim

Tetracyklin 30 22 19
Ciprofloxacin 5 21 21

V tabulce 18 jsou referencni rozmezi breakpointl, pfevzaty z tabulek EUCASTuU. Pro

penicilin nebyly uréeny mezni hodnoty velikosti inhibi¢nich zén. Grafy (21 — 24) byly

porovnany s tabulkovymi hodnotami.

73



Graf 21 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Staphylococcus aureus -
inokulace ptelivem a roztérem na predehiatém kultivaénim médiu
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 21 zobrazuje rozdil mezi inokulaci pfelivem a inokulaci roztérem na predehiatém
kultivaénim médiu. S.aureus je v obou pfipadech na vSechna antibiotika citlivy. U referen¢niho
kmene je odecitani pramért velikosti inhibi¢nich zén mozné jiz po 7 hodiné obéma metodami
na pfedehiatém kultivaénim médiu. Kontrolni kmen je pfi inokulaci pfelivem ke vSem
antibiotikim citlivy, pouze K ciprofloxacinu je stiedné citlivy. Pti inokulaci roztérem je kmen

stiedné citlivy ke klindamycinu a erythromycinu a citlivy ke zbylym antibiotiktim.
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Graf 22 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Staphylococcus aureus -
inokulace ptelivem a roztérem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

V grafu 22 jsou zobrazeno srovnany dvé inokula¢ni techniky, inokulace pielivem
a inokulace roztérem. Na prvni pohled je vidét, Ze pii inokulaci ptelivem jsou inhibi¢ni zony
veétsi nez inhibi¢ni zony pfi inokulaci roztérem. S. aureus je pii inokulaci prelivem citlivy ke
vSem antibiotikiim s vyjimkou ciprofloxacinu, na ktery je stfedné¢ citlivy. Pii inokulaci roztérem
byl kontrolni kmen rezistentni ke klindamycinu a erythromycinu, stfedné citlivy k cefoxitinu
a sulfamethoxazol/trimethiprimu, citlivy k tetracyklinu a ciprofloxacinu. Pfi inokulaci roztérem

neni mozné zkratit ¢as odectu.
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Graf 23 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Staphylococcus aureus -
inokulace ptelivem s predehfatym kultivaénim médiem a neptedehiatym kultiva¢nim médiem

Staphylococcus aureus - inkubace 7 hodin
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

V grafu 23 je srovnana inokulace pfelivem na predehiatych a neptfedehiatych
kultiva¢nich médiich. Rozdily v teploté kultivacniho média v tomto ptipad¢é nemaji velky vliv
na velikost inhibi¢nich z6n. Pfi inokulaci pfelivem byl na predehfatém i nepfedehiatém
kultivaénim médiu S. aureus citlivy ke vSem antibiotikiim, pouze k ciprofloxacinu byla

prokdzana pouze stfedni citlivost.

76



Graf 24 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zén po 7 hodinach inkubace Staphylococcus aureus -
inokulace roztérem s predehratym kultivaénim médiem a neptedehiatym kultiva¢nim médiem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, DA — Klindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/Trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 24 zobrazuje rozdily v inokulaci pfelivem na kultivacnich médiich uchovanych

pred testem v riznych teplotach. V porovnani s grafem 23 je zde rozdil v teplotaich médii

dilezity. Pfi kultivaci kmene na pfedehfatych médiich byly inhibi¢ni zony mnohem vétsi.

Tomuhle faktu odpovida i citlivost kmene k danym antibiotiklim. Na ptfedehtatych kultiva¢nich

médiich byl S. aureus stiedné citlivy a citlivy ke v§em antibiotikiim, na rozdil od kultiva¢nich

médii uchovavanych v chladu, kde byla jasna rezistence na klindamycin a erythromycin.

Testovani citlivosti referencniho kmene Pseudomonas aeruginosa na

vybrana antibiotika

Tabulka 19 — Pramér inhibi¢nich zon — Pseudomonas aeruginosa, predehtaté kultivaéni médium,

inokulace pielivem

Pseudomonas aeruginosa — piredehiaté kultivaéni médium, inokulace prelivem
Cas [h] FOX CTX TIM ATM FEP CIP
4 6,310 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
5 6,30 8,2+3.3 9,6£5,7 9,6£5,7 10,0+6,5 10,9+8,1
6 6,310 8,24+3,3 9,1+4,9 9,6+5,7 10,0+6,5 10,9+8,1
7 6,30 9,7£3,5 19,5+0 21,7£1,5 23,1+1,3 20,7+8.4
24 10,5+7,3 9,7+3,5 19,9+0,8 23,1+£3,6 23,5127 19,8+7,8

Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin
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Graf 25 — Citlivost Pseudomonas aeruginosa na antibiotika — predehtaté kultivaéni médium,
inokulace pielivem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin

Zdrojova data ke grafu 25 jsou uvedena v tabulce 19. Dale jsou v tabulce zaznamenany
hodnoty smérodatnych odchylek primérnych inhibi¢nich velikosti. Inhibi¢ni zona kolem disku
cefoxitinu byla viditelna az po 24 hodinach inkubace. Hodnoty velikosti inhibi¢nich zo6n
pro antibiotika CTX, ATM, FEP a CIP jsou mezi 5 a 6 hodinou inkubace uplnég stejné vcetné
smérodatnych odchylek. To znamen4, Ze ve vSech méfenich byly naméteny stejné hodnoty pro

velikosti inhibi¢nich zon.

P. aeruginosa ATCC 27853 je ¢tvrtym testovanym referenénim kmenem. Suspenze
inokula byla nejprve inokulovana na kultivatnim médiu predehfatém na 37 °C. V grafu 25
muzeme vidét, jak praméry velikosti inhibi¢nich zén nejvice nartistaji mezi 6 a 7 hodinou
inkubace. Vyjimkou je cefoxitin a cefotaxim, jejichz inhibi¢ni zoéna se mezi 6 a 7. hodinou
témeét nezméni. Velikost inhibi¢nich zon se od 7 hodiny inkubace pfili§ nezménila. Pouze
u cefoxitinu byl zaznamenan vétsi narlst inhibicni zény ve 24 hodiné inkubace v porovnani

se 7 hodinou inkubace.
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Tabulka 20 — Pramér inhibi¢nich z6n — Pseudomonas aeruginosa, inokulace pielivem

Pseudomonas aeruginosa — inokulace pielivem

Cas [h] FOX CTX TIM ATM FEP CIP
4 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
5 6,30 6,340 6,30 6,30 6,30 6,30
6 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
7 6,30 10,243,9 19,50 21313 | 189+73 | 184481
24 6,30 11,6632 | 21270 | 222420 | 245+1,5 | 16,1498

Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 26 — Citlivost Pseudomonas aeruginosa na antibiotika — inokulace pfelivem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin

V Tabulce 20 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich z6n se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pritbé¢hu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoteni grafu 26. Z tabulky je patrné, Ze pro antibiotikum cefoxitin nebyla zméfena
inhibi¢ni z6na ani v jedné hodiné odectu. Dale si miZzeme vSimnout, Ze u antibiotika
tikarcilin/klavulanova kyselina byla vSechna méfeni stejnd o ¢emz vypovida nulova hodnota

smérodatné odchylky.
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Inokulum bylo v tomto pfipadé nanaseno na kultivacni média uchovana ptes noc
Vv lednici (Graf 26). Velikosti inhibi¢nich zén byly odeéteny az po 7 hodinach inkubace. Kolem
disku s cefoxitinem se nevytvofila inhibiéni zoéna ani po 24 hodinach inkubace.
U ciprofloxacinu byla po 24 hodin€ naméfena mensi velikost inhibi¢ni zony nez po 7 hodinach
inkubace. Diivodem muze byt prerstani inhibi¢ni zony v disledku hustého nartistu kmene.

Tabulka 21 — Pramér inhibi¢nich z6n — Pseudomonas aeruginosa, predehiaté kultivaéni médium
inokulace roztérem

Pseudomonas aeruginosa — predehiaté inkubaéni médium, inokulace roztérem
Cas [h] FOX CTX TIM ATM FEP CIP
4 6,30 6,30 6,320 6,30 6,30 6,30
5 6,310 6,310 6,30 6,30 6,310 6,310
6 6,340 6.3+0 6,340 6,340 6,340 6,340
7 6,3+0 8,7+4,1 10,5+7,3 10,948,1 11,8+£9.,6 6,310
24 6,340 97435 | 213+42 | 25.4+08 | 16.9+10,7 | 15.2+89

Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —
Ciprofloxacin

Graf 27 — Citlivost Pseudomonas aeruginosa na antibiotika — ptfedehiaté kultivaéni médium,
inokulace roztérem
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predehraté kultivacni médium, inokulace roztérem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin
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V Tabulce 21 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zoén se smérodatnou

odchylkou kazdého antibiotika v pritbéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoieni grafu 27.

V grafu 27 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon pfi inokulaci roztérem

na kultivacnim médiu pfedehiatém na 37 °C. S vyjimkou cefoxitinu, pro ktery nebyla naméfena

inhibi¢ni zoéna ani po 24 hodindch inkubace, byly inhibi¢ni zony viditelné az po 7 hodinach

inkubace. Kolem disku s ciprofloxacinem se vytvofila inhibiéni zoéna az po 24 hodinach

inkubace. Cefotaxim byl jediny, u kterého byla primérna inhibi¢ni zéna po 7 hodinach

inkubace téméf shodnd s inhibi¢ni zénou po 24 hodinéach inkubace.

Tabulka 22 — Primér inhibi¢nich zon — Pseudomonas aeruginosa, inokulace roztérem

Pseudomonas aeruginosa — inokulace roztérem
Cas [h] FOX CTX TIM ATM FEP CIP
4 6,30 6,310 6,310 6,30 6,310 6,310
5 6,30 6,30 6,30 6,30 6,3+0 6,30
6 6,310 6,310 6,310 6,30 6,310 6,310
7 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
24 6,30 9,7£3.5 20,4+1,6 21,2+8.6 13,3+7,1 11,1+4,8

Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 28 — Citlivost Pseudomonas aeruginosa na antibiotika — inokulace roztérem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin / klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin
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Jako zdrojova data pro graf 28 jsou uvedeny hodnoty v tabulce 22. Tabulka zobrazuje

prumérné hodnoty namétenych inhibi¢nich zén s hodnotami smérodatnych odchylek. Jak je

patrné z tabulky 22 s vyjimkou antibiotika FOX byly inhibi¢ni zoény naméfeny az po 24

hodinach inkubace.

V grafu 28 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon pfi inokulaci roztérem.

Inhibi¢ni zoény v tomto piipadé byly viditelné az po 24 hodinach inkubace, kromé inhibi¢ni

zony cefoxitinu. U tohoto antibiotika se inhibi¢ni zona nevytvoftila vibec.

Tabulka 23 - Rozmezi breakpoint dle EUCAST pro Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Antibiotikum Obsah disku [pg] C[mm]2 R [mm] <
Cefoxitin - - -
Cefotaxim - - -
learC|II|(r;/SI;II?r\]/:Ianova 25 .10 18 18
Aztreonam 30 50 16
Cefepim 30 21 21
Ciprofloxacin 5 26 26

V tabulce 23 jsou referencni rozmezi breakpointd, pievzaty z tabulek EUCASTU.

Pro cefoxitin a cefotaxim nebyly ureny mezni hodnoty velikosti inhibi¢nich zon. Grafy (29 —

32) byly porovnany s tabulkovymi hodnotami.
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Graf 29 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Pseudomonas aeruginosa -
inokulace ptelivem a roztérem na predehiatém kultivaénim médiu
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Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —
Ciprofloxacin

V grafu 29 vidime srovnani mezi inokulaci pfelivem a roztérem na pifedehfatych
kultiva¢nich médiich. Je patrné, Ze pii inokulaci pielivem byly priméry inhibicnich zon vétsi
nez u inokulace roztérem. P. aeruginosa je pii inokulaci roztérem rezistentni ke vSem
antibiotikim. U inokulace pielivem je stiedné citliva k tikarcilin/klavulanové kyseling,

vvvvvv

primért inhibi¢nich zén je v tuto hodinu mozny pouze pfi inokulaci prelivem.
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Graf 30 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Pseudomonas aeruginosa -
inokulace ptelivem a roztérem
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Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin

V grafu 30 je porovnana inokulace pielivem a roztérem na kultivacnich médiich
uchovanych pfed testem pies noc v lednici. Stejné jako v grafu 29 i zde si mizeme vSimnout,
ze inhibi¢ni zony pii inokulaci prelivem maji vétsi primér nez inhibicni zony pii inokulaci
roztérem. P. aeruginosa je i vtomto pfipadé u inokulace roztérem rezistentni ke vSem
antibiotikim. Rezistence je Uplna, protoZe se kolem antibiotickych diskli nevytvofila Zadna
inhibi¢ni zoéna. U metody inokulace ptelivem je kmen stfedné citlivy k tikarcilin-klavulanatu
a aztreonamu. Rezistenci vykazuje na cefepim a ciprofloxacin. Inokulace pielivem je
V porovnani vyslednych hodnot lepsi, ale pro odeet po 7 hodiné inkubace neni dostate¢né

vhodna.
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Graf 31 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Pseudomonas aeruginosa -
inokulace ptelivem s predehratym kultivaénim médiem a nepfedehiatym kultivacnim médiem

Pseudomonas aeruginosa - inkubace 7 hodin

25
E
E 20
=
0
I~
= 15
2
=
_-E 10
>
E &5
=
o

0

FOX CTX TIM ATM FEP CIP

M Pieliv - piedehraté kultivacni medium
M Pfeliv

Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin

Porovnani inokulace pfelivem na pfedehiatém kultivaénim médiu a nepfedehiatém
kultivaénim médiu zobrazuje graf 31. V tomto grafu si lze vSimnout, ze teplota kultiva¢niho
média méa maly vliv pouze na antibiotikum cefepim. V celkovém méfitku je ale zanedbatelna.
Priméry inhibi¢nich zon jsou témét totozné. Rozdil v citlivosti referenéniho kmene je
u antibiotika cefepim, ktery je na piedehfatém kultivanim médiu stfedné citlivy.

Na kultivacnim médiu bez ptedehtati je kmen rezistentni.
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Graf 32 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zén po 7 hodinach inkubace Pseudomonas aeruginosa -
inokulace roztérem s predehfatym kultivaénim médiem a nepfedehiatym kultivaénim médiem

Pseudomonas aeruginosa - inkubace 7 hodin
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Legenda: FOX — Cefoxitin, CTX — Cefotaxim, TIM — Tikarcilin/klavulanova kyselina, ATM — Aztreonam, FEP — Cefepim, CIP —

Ciprofloxacin

Porovnani inokulaci roztérem na kultivacnich médiich pfedehtatych i neptedehtatych zobrazuje
graf 32. Je ziejmé, ze vtomto piipadé ma teplota na testovani vliv. Na piedehtatych
kultiva¢nich médiich byl viditelny bakteridlni nardst a inhibi¢ni zény mohly byt odecteny.

Na zbylych médiich byl nardst P.aeruginosa slaby a pfistroj nedokazal odecist pruméry

vvvvvv

Testovani citlivosti referen¢niho kmene Streptococcus pneumoniae na

vybrana antibiotika

......

inokulace prelivem

Streptococcus pneumoniae — piedehiaté kultivaéni médium, inokulace prelivem
Cas [h] OX DA ERY SXT TE CIP
4 9,7+3,5 13,8+7,5 6,3+0 6,3+0 10,9+8,1 12,4+6,2
5 13,1+0,9 17,1+6,4 14,7+8.4 10,0+6,5 16,1+9,8 15,3+5,2
6 13,5+0,8 22,8+1,5 21,5+8.9 13,9+7.,6 22.9+9.6 17,8+6,6
7 13,5+0,8 22.9+1,3 26,9+1,1 19,0+7,7 22,9+9.6 17,6+6,6
24 12,2+0 21,242,6 21,0+4,7 19,9+3,9 26,4433 19,413 4

Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin,

Ciprofloxacin

ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —
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Graf 33 — Citlivost Streptococcus pneumoniae na antibiotika — predehraté kultivaéni médium,
inokulace pielivem
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

V Tabulce 24 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pritbéhu ¢asu odectu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvofeni grafu 33. Mizeme si vSimnout, ze u oxacilinu jsou nejmensi hodnoty

smérodatnych odchylek, coz znamend, Ze velikosti inhibi¢nich zon byly nejpodobné;si.

S. pneumoniae ATCC 49619 je poslednim testovanym referenénim kmenem. Suspenze
inokula byla nejprve inokulovana na kultivatnim médiu predehfatém na 37 °C. V grafu 33
vidime Ze primérnd inhibi¢ni zéna mezi 6 a 7 hodinou inkubace rostla nejménég. Vyjimku tvoii
erythromycin a sulfamethoxazol/trimethoprim. Inhibi¢ni zony téchto antibiotik se mezi 6 a 7
hodinou inkubace docela zvétSily. Po 7 hodindch inkubace se velikosti inhibi¢nich zon
u antibiotik oxacilin, klindamycin, sulfamethoxazol/trimethoprim a ciprofloxacin dale piili§
nezvétSovaly. Primérnd inhibi¢ni zona erythromycinu se po 7 hodinach inkubace vyrazné

zmensSila, a naopak inhibi¢ni zona tetracyklinu se po 7 hodinach inkubace vyrazné zvétsila.
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Tabulka 25 — Pramér inhibiéni zony — Streptococcus pneumoniae, inokulace pielivem

Streptococcus pneumoniae — inokulace pirelivem

Cas [h] OX DA ERY SXT TE CIP
4 10,243,9 | 14,7484 6,30 6,30 6,30 12,4462
5 9,743,5 17,3€6,5 | 15,5492 | 13.627.3 | 17.2+10,9 | 16,2%5.9
6 10,4424 | 21,5409 | 254+1,5 | 17,970 | 223493 | 16,8%6,1
7 13,2608 | 21,912 | 246+2,7 | 233+1,6 | 269+1,6 | 20,810
24 12,5£0,5 | 22,1234 | 238+6,6 | 213+46 | 254+7.1 | 21314

Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 34 — Citlivost Streptococcus pneumoniae na antibiotika — inokulace ptelivem
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY - Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —
Ciprofloxacin

V Tabulce 25 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zén se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu ¢asu odec¢tu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoreni grafu 34. Nejmensi smérodatné odchylky jsou u vSech antibiotik po 7 hodinach
inkubace. V této dob¢, byly naméteny u kazdého antibiotika téméf totozné hodnoty praméra
inhibi¢nich z6n.

V grafu 34 bylo inokulum nanaseno na kultiva¢ni média uchovana ptes noc v lednici.

Primé&ry inhibi¢nich zon se po 7 hodinach inkubace téméf neméni s vyjimkou antibiotika
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sulfamethoxazol/trimethoprim. U tohoto antibiotika dochézi k vyraznému zmenSeni priméru

inhibi¢ni zony po 7 hodinach inkubace.

Tabulka 26 — Primér inhibi¢nich zon — Streptococcus pneumoniae, predehiaté kultivaéni médium,
inokulace roztérem

Streptococcus pneumoniae — piredehiaté kultivaéni médium, inokulace roztérem
Cas [h] OX DA ERY SXT TE CIP
4 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,3+0
5 8,243,3 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,310 10,0+6,5
6 9,7+3,5 152489 | 15997 | 14.0£7.8 | 17,4x11,1 | 13,3%7.1
7 13,1+0,9 14,7+8.,4 16,5+£10,2 14,2+7.9 17,4+11,1 17,5+6,6
24 12,2+0 24,8+1,3 25,4445 19,5£7,6 | 23,9+10,7 19,8435

Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 35 — Citlivost Streptococcus pneumoniae na antibiotika — pfedehiaté kultivaéni médium,
inokulace roztérem
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

V Tabulce 26 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu ¢asu odec¢tu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvoreni grafu 35.
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Suspenze referencniho kmene byla v tomto pfipadé inokulovana roztérem na kultivac¢ni

médium predehiaté na 37 °C. V grafu 35 mizeme vidét jak se inhibi¢ni zony erythromycinu,

klindamycinu, tetracyklinu a sulfamethoxazole/trimethoprimu po 7 hodin¢€ inkubace zvétSuji.

Naopak velikost inhibi¢ni zony oxacilinu je po 24 hodinach inkubace mensi nez po 7 hodinach

inkubace.

Tabulka 27 — Primér inhibi¢nich z6n — Streptococcus pnuemoniae, inokulace roztérem

Streptococcus pneumoniae — inokulace roztérem
Cas [h] OX DA ERY SXT TE CIP
4 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0 6,3+0
5 8,2+3,3 6,310 6,30 6,30 6,30 10,5+7,3
6 11,242,9 14,7484 | 16,5£10,2 | 142479 | 12,3104 | 17,5+6,5
7 12,6+0,8 19,3+7,8 16,1+9,8 142479 | 17.4+11,1 | 22,2+1,6
24 13,5+0,8 24,2415 26,5+3,6 18,5+7,1 20,7+10,6 10,5427

Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 36 — Citlivost Streptococcus pneumoniae na antibiotika — inokulace roztérem
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin
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V Tabulce 27 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zo6n se smérodatnou
odchylkou kazdého antibiotika v pribéhu ¢asu odec¢tu. Tyto hodnoty byly vyuzity jako zdrojova
data k vytvofeni grafu 36.

V grafu 36 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon pii inokulaci roztérem
na kultiva¢ni médium uchované ptes noc v lednici. Stejné jako u grafu 35 se velikost inhibi¢ni
zony erythromycinu po 7 hodinach inkubace vyrazné zvétSila. Velikost inhibi¢ni zony
ciprofloxacinu byla po 24 hodinach inkubace mensi nez po 7 hodindch inkubace. Velikost

inhibi¢ni zony oxacilinu se od 7 hodiny inkubace pfili§ nezménila.

Tabulka 28 - Rozmezi breakpointi dle EUCAST pro Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Antibiotikum Obsah disku [pg] C[mm]2 R [mm] <
Oxacilin 1 20 -
Klindamycin 2 19 19
Erythromycin 15 22 19

Sulfamethoxazol - 1,25-23,75 18 15

trimethoprim
Tetracyklin 30 25 22
Ciprofloxacin - - -

V tabulce 28 jsou referencni rozmezi breakpointd, ptevzaty z tabulek EUCASTu.
Pro cefoxitin a cefotaxim nebyly ureny mezni hodnoty velikosti inhibi¢nich zon. Grafy (37 —
40) byly porovnany s tabulkovymi hodnotami. U ciprofloxacinu nebyly ur¢eny mezni hodnoty

pro citlivost. U oxacilinu nebyla stanovena hranice pro rezistenci.
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Graf 37 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Streptococcus pneumoniae -
inokulace pfelivem a roztérem na piedehiatém kultivacnim médiu
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 37 porovnava primérné hodnoty inhibi¢nich z6n pii inokulaci pielivem a roztérem
na predehfatych kultiva¢nich médiich. Pfi inokulaci pfelivem narostly kolem diskd vétsi
inhibi¢ni zony nez pii inokulaci roztérem. S vyjimkou oxacilinu je Str. pneumoniae citlivy
ke vS§em antibiotikim v pfipad€, Ze je inokulace provedena pielivem. K ciprofloxacinu je
streptokok stfedné citlivy. Pii inokulaci roztérem je kontrolni kmen ke vSem antibiotikiim

rezistentni. Inhibicni zony kolem diski se vytvofily, ale jejich priméry nebyly dostate¢né velké.
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Graf 38 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zén po 7 hodinach inkubace Streptococcus pneumoniae -
inokulaci pfelivem a roztérem
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Graf 38 predstavuje srovnani mezi zpusoby inokulace. Pfi inokulaci pielivem byly
stejné jako v predchozim grafu (graf 37) naméfeny vétSi priméry inhibi€nich zén. Str.
pneumoniae je rezistentni pouze k oxacilinu, ke v§em ostatnim antibiotikiim je citlivy, pokud
je inokulace provedena prelivem. Pfi inokulaci roztérem je kmen na vSechna antibiotika

rezistentni. Rozdil v inokulaci mé velky vliv na vysledky testovani.

93



Graf 39 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace — Streptococcus pneumoniae
inokulace ptelivem s predehfatym kultivaénim médiem a neptedehiatym kultiva¢nim médiem

Streptococcus pneumoniae - inkubace 7 hodin
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Srovnani jednoho zplsobu inokulace na predehfatém kultivacnim médiu
a nepredehiatém kultivacnim médiu uvadi graf 39. Rozdily v teplotach kultiva¢nich médii mayji
pouze maly vliv na vysledné hodnoty priuméra inhibi¢nich zon. Jedinym rozdilem je citlivost
kmene k tetracyklinu. Na predehfatém médiu je Str. pneumoniae stiedné citlivy v porovnani
s ostatnimi kultivaénimi médii, kde je citlivy. Metoda pielivu je v ptfipadé kmene Str.

pneumoniae vhodna pro odecet priméri inhibi¢nich zo6n jiz po 7 hoding inkubace.
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Graf 40 - Porovnani velikosti inhibi¢nich zon po 7 hodinach inkubace Streptococcus pneumoniae -
inokulace roztérem s predehfatym kultivaénim médiem a neptedehiatym kultivaénim médiem

Streptococcus pneumoniae - inkubace 7 hodin
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Legenda: OX - Oxacillin, DA — Clindamycin, ERY — Erythromycin, SXT — Sulfamethoxazol/trimethoprim, TE — Tetracyklin, CIP —

Ciprofloxacin

Pti inokulaci roztérem nebyla teplota kultivacniho média vyznamna pro odecet priméria
inhibi¢nich zén (graf 40). Str. pneumoniae je na vSechna antibiotika rezistentni bez rozdilu
teploty kultivaéniho média. Inokulace roztérem neni vhodnd u referencniho kmene

Streptococcus pneumoniae pro zkraceni ¢asu k ziskani vysledkd.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace byla Giprava podminek diskové difuzni metody za ucelem
zkraceni doby odectu vysledkt. Testovany byly referenéni kmeny Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli. Zména podminek probéhla v kroku inokulace. Polovina kultiva¢nich médii byla pfedehiata
na teplotu 37 °C a z inkubatoru byla vyndana tésné pted inokulaci referen¢niho kmene. Druha
polovina kultiva¢nich médii byla skladovana v lednici pii teploté 4 °C a pfed samotnym testem
byla vytemperovéana na laboratorni teplotu. Inokulace probéhla dvojim zptisobem, metodou

roztéru a prelivu.

Pro referen¢ni kmen Escherichia coli ATCC 25922 jsou vysledky pii inokulaci roztérem
vhodné pro odecet vysledki po 7 hodinach inkubace. V piipadé tohoto mikroorganismu neni
dulezité predehtati kultivaéniho média coz je ddno tim, Ze se jednéd o nenaro¢ny rychle rostouci
druh bakterie. V piipadé inokulace pielivem je bakterialni nartist masivni a velikosti inhibi¢nich

z6On jsou prerostlé, proto se bakterie jevi jako rezistentni.

Testovani citlivosti referenéniho kmene Haemophilus influenzae ATCC 49766
na antibiotika neni mozné zkratit. Kmen byl vyhodnocen jako rezistentni na v§echna testovana
antibiotika ve vSech modifikacich metody. Divodem této rezistence je t0, ze pii inkubaci kratsi
neZ 24 hodin je nartist testovaného kmene na kultivaénim médiu velmi slaby, a tudiZ neni mozné

ptistrojem BACMED zméfit velikost inhibi¢nich zon a vysledek se jevi jako rezistentni.

vvvvvv

je mozny pouze pfi spravné zvolené metod¢ inokulace. Pfi inokulaci roztérem byl kmen po 7
hodindch inkubace vyhodnocen jako rezistentni. Je to dano slabym narGstem inokula, coz
neumoziuje piistroji odecist skute¢nou velikost inhibi¢nich zén. Vhodnou technikou o¢kovani
kultiva¢nich médii se u Pseudomonas aeruginosa jevi metoda inokulace pielivem. Teplota

média pfed inokulaci neméla pfili§ velky vliv na velikost inhibi¢nich z6n a samotné testovani.

Testovani citlivosti referen¢niho kmene Staphylococcus aureus ATCC 29213 je
ovlivnéno opét zpisobem inokulace kultivaéniho média. Pfi inokulaci ptelivem bylo mozné
po 7 hodinach inkubace odecist velikost inhibi¢nich zon, které se pfi prodlouzené inkubaci jiz
témef nemenily. Referencni kmen byl citlivy na vSechna antibiotika. Vliv pocatecni teploty
kultivacniho média na cas odecCtu byl zanedbatelny. Pfi inokulaci roztérem dochazelo
k pomalému nartstu testovaného kmene na kultivaénim médiu, a tudiz byl odecet inhibi¢nich

z6n mozny az po 24hodinové inkubacni dobé.
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bakterie, u které je dilezity spravné zvoleny zptisob inokulace kultiva¢niho média. Pti inokulaci
ptelivem bylo mozné vysledky testovani odecist po 7 hodinach inkubace a kmen byl citlivy

ke v§em antibiotikiim s vyjimkou oxacilinu.

vvvvvv

metodou inokulace prelivem. Hustota bakterialniho inokula je na kultiva¢nim médiu vétsi nez
pii inokulaci roztérem. Vliv teploty kultivacnich médii nebyl v tomto testovani prokazan.
Téchto vysledkii bylo dosazeno u referen¢nich kmenti, které jsou ptipravovany laboratorné.
Dalsim krokem v ovéfeni vysledki by bylo testovani na mikroorganismech izolovanych
z klinickych vzorkt. V piipadé pozitivni shody by bylo mozné vysledky odecitat po 7 inkuba¢ni

hodiné.
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