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o oH Stanoveni citlivosti k antibiotikiim
Stanoveni koncentrace antibiotik

Pouziti antimikrobialni latky patii spolu s desinfek¢nimi prostfedky mezi chemické
metody kontroly mikrobidlniho riistu. Antibiotika jsou v prostiedi pfirozené a Siroce
produkovana riiznymi mikroorganismy, aby potlacila rist konkuren¢nich druht a ziskavala
tak pro produkéni druh vyhodu pii soutézi o substrat. V pfirozeném prostiedi patfi mezi
nejveétsi producenty antibiotik houby. Extracelularni produkci sekundérnich metabolith
ovliviiuji ostatni mikroorganismy ve svém bezprostiednim okoli. Mezi nejproduktivnéjsi rody
patii Penicillium, Aspergillus, Acremonium, Cephalosporium, Paecilomyces, Scopulariopsis.
Vzhledem ke schopnosti ptisobit na rust mikrobt, tedy i moznych patogend, je mald Cast
téchto produkti vyuzivana jako chemoterapeutické latky. Dllezitymi kritérii pro zhodnoceni
ucinku antimikrobidlniho c¢inidla je jeho koncentrace, doba kontaktu a je-li pro bakterii
letalni (baktericidni) nebo zplsobuji-li pfechodnou inhibici ristu (bakteriostatické). Z
hlediska aplikace v huméanni nebo veterindrni mediciné je dilezit¢ urdit citlivost
mikroorganismu k aplikované latce.

Cile cviceni:

1. Stanovit citlivost mikroorganismii k antibiotikiim.

2. Porovnat citlivost riznych bakterii k riznym antibiotikiim.
3. Stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci dilu¢nim testem

Material

Petriho miska s Mueller-Hintonovym agarem
Sterilni vatova tyCinka

Antimikrobidlni disky

Sterilni pinzeta

Automaticka pipeta

Sterilni Spicky

Pravitko
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A. Postup stanoveni citlivosti k antibiotikiim difiiznim testem

Stanoveni citlivosti se nejéastdji provadi pomoci kvalitativniho |difusniho testu v
agarovém médiu. Testovany organismus rovnomérné rozetie po povrchu agaru a potom se na
roztér aplikuji papirové disky napusténé antimikrobidlni latkou (komeréné dodéavané,
napusténé definovanym mnozstvim latky).

Béhem kultivace difunduje latka z disku horizontadlné do okolniho agaru v
koncentra¢nim gradientu. Uinn4 latka se projevi vytvofenim kruhové, tzv. \inhibiéni z()ny{
kolem disku. Citlivost mikroorganismu k testované latce se urci z velikosti inhibi¢ni zény.
Velikost zony je ovlivnéna schopnosti antimikrobidlni latky difundovat agarem a rychlosti
ristu mikroorganismu. V klinickych laboratofich se proto pouziva standardizovany Kirby-
Baueriv test. Spravnost testu je kontrolovana za pomoci \standardm’ch bakteriélnich\
kmeni|. Test vyuziva ke kultivaci Mueller-Hintontiv agar, v némz latky volné difunduji.
Druhou metodou urceni citlivosti mikroorganismu k antimikrobidlni latce je
a to bud’ ve zkumavce nebo mikrotitracni destice. Latka se obvykle fedi faktorem
2. Pomoci této kvantitativni metody lze stanovit tzv. |minimélni inhibi¢ni koncentraci\




(MIC), coz je nejnizs$i koncentrace antimikrobidlni latky, pfi které jeSté nepozorujeme
bakterialni rist.

» Na povrch agarové plotny piedem predsusené ( 60°C, 10 - 20 minut) pipetujeme po
0,2 ml bujonové kultury, rozetifeme sterilni hokejkou a nechdme asi 5 minut stat. V
pfipadé, Ze pouzijeme kulturu na pevném mediu, ockujeme sterilnim vatovym
tamponem navlhéenym sterilni vodou. Timto tamponem otfeme povrch naridstu
kultury na Sikmém agaru a vytvofime husty natér po celé plose nové misky.

» Na zaockovanou plotnu sterilné rozlozime testovaci disky s antibiotiky

» Inkubujeme 24 -36 hodin pii 37°C.

» Sledujeme velikost zon vytvorenych kolem disk

Hodnoceni:

Vyfez Petriho misky s nazna¢enim méreni priiaméru zény v obou na
sebe kolmych smérech

Pozorujeme rist mikroorganismu v jednotlivych sektorech. Velikost inhibi¢nich zon je
zavisla na koncentraci antibiotika; métime ve dvou na sebe kolmych smérech, vypocteme
aritmeticky pramér a stanovime citlivost — podle tabulek.

Bez z6ny = organismus neni citlivy na zkouSenou latku
Zobna 5 - 10 mm = citlivy mikroorganismus
Zo6na nad 12 mm = velmi citlivy organismus

Pozn. Metodu lze pouzit pouze pro antibiotika, ktera dobte difunduji agarem. U latek Spatné
difundujicich pouzijeme zkumavkovou zifed'ovaci metodu. Vysledky testli jsou zavislé na sile
agarové vrstvy, je tieba peclivé dbat na rovnomérné naliti ploten.

Nékres piisobeni pridaného ATB na rostouci bakterialni kulturu:

Log CFU
Zivotaschopnych
bunék

pridavek
ATB

bakteriostatické agens

.




B. Stanoveni koncentrace oxacilinu difizni jamkovou metodou

Vyhodou diftizni jamkové metody je, Ze nemusi byt dodrzovany sterilni podminky pii
praci s testovanou latkou, difize uc¢inné latky neni podstatné ovliviiovana ostatnimi latkami a
metoda je dostatecné rychla a citlivd. Nevyhodou je pracnd piiprava jamek a nebezpeci vyliti
testované latky pfi manipulaci s miskami.

Pomiicky:

sterilni Petriho misky
pipety, zkumavky
MPA (M 2)
standardy a vzorky oxacilinu
korkovrty a skalpely
ethanol
vodni lazen
Organismy:
Staphylococcus aureus NCTC 8511 (stanoveni oxacilinu)
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Postup:

» Rozvaii se média a vytemperuji na 45 °C.

» Média se rozpipetuji po 15ml do sterilnich zkumavek a dale temperuji na vodni
lazni. Do zkumavek se naockuji testovaci mikroorganismy - po 0,5ml inokula
S. aureus NCTC 8511 do MPA.

» Obsah zkumavek se opatrn¢ promicha a vylije na sterilni misky, krouzivym
pohybem se rozlije po povrchu misky a necha utuhnout na rovné podloZce. Pred
nalévanim je tfeba osusit zkumavky, aby na misku nestékala voda z vodni 14zné.

» Pripravime standardni fadu fedéni, fedime v destilované vod¢ na koncentrace:

250; 125; 62.5; 31,25: 15,625; 7.81 pg.ml.i.

» Po utuhnuti agaru vyhloubime korkovrtem a skalpelem na miskach jamky - 4
na kazdé misce. Korkovrt a skalpel sterilizujeme ozihnutim po namoceni v ethanolu.
Vyhloubené kousky agaru odkladdme do Petriho misky - je s nimi nutno pracovat jako s
infekénim materidlem. Korkovrt a skalpel se musi po skonceni prace sterilizovat.

» Misky se pecliveé popisou - vzdy na 1 misce 1 standardni koncentrace nebo 1
vzorek. Do kazdé jamky se kape 0,04 ml roztoku, vzdy roztok jedné koncentrace na 1 misku,
na misky s MPA (S. aureus). Je tieba pipetovat 1 premistovat misky opatrné, aby roztoky
nepietékaly pies okraje jamek.

» Inkubace trva 24 hodin, S. aureus (OXA) pii 37°C

Hodnoceni:

Po 24 hodinach inkubace (nutno dodrzet - dostavit se druhy den k odecteni) odecitame
vysledky - zméfime priiméry zon (inhibi¢nich u oxacilinu) ve dvou na sebe kolmych smérech.
Pro kazdou zo6nu vypocitdme primérnou hodnotu a ze ¢ty zon na misce pak primérnou
hodnotu pro danou koncentraci. Z hodnot standardnich roztoki se sestroji kalibra¢ni ptimka
(z&vislost priméru zony v mm na logaritmu koncentrace) pro oxacilin. Z kalibra¢ni piimky se
stanovi koncentrace neznamych vzorka (v pg.ml-1). V protokolu bude piesné uvedeno
oznaceni vzorku a jeho koncentrace.



Nakres:
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Obr. Stanoveni koncentrace oxacilinu difusni jamkovou metodou



Teoreticka ¢ast

Latky, které jsou nejCasteji stanovovany mikrobiologickymi metodami, jsou antibiotika
a vitaminy.
Mikrobiologické metody uZivané k jejich stanoveni se podile charakteru déli na:

1. zfed'ovaci - v fadé fedéni zkoumané latky stanovujeme minimaini koncentraci uginnou
pro dany organismus, v pripadé antibiotika minimalni inhibiéni konc. (MIC), v pfipadé
vitaminu minimalni stimulaéni konc. Vysledek se udava jako titr G&inné latky (rozmez|
koncentraci), nikoliv pfesna hodnota koncentrace.

2. nefelometrické - hodnotime odpovéd testovaciho organismu na fadu koncentraci G&inné
latky méfenim intenzity ristu (zakalu) v tekutem mediu. Pomoci standartni kfivky je mozno
stanovovat koncentrace v neznamych vzorcich.

3. titrimetrické - jsou pfedeslym velmi podobné, v tomto pfipadé hodnotime intenzitu ristu
pomoci fyzikalné-chemickych zmén prostiedi, napf. produkce kyseliny - mnozstvi zjistujeme
titraci.

4. difuzni - vyuzivaji tuhych médii, ve kterych je nao&kovany citlivy mikroorganismus,
testovana latka difunduje mediem a zpusobuje vznik inhibiénich (antibiotika) nebo
stimulaénich (vitaminy) zon. Velikost zény je zavisla na koncentraci testované latky. V

U vSech mikrobiologickych metod je nutno zachovavat stejnou dobu a teplotu kultivace
pro dany mikroorganismus a testovanou latku. Antimikrobidlni ¢inidla museji byt pouzita s
ohledem na bakterialni druh, na pH, rozpustnost, toxicitu, pfitomnost organické¢ho materidlu a
cenu.

Podle zplisobu nanaSeni testované latky rozliSujeme metodu: a/ kapkovou, kdy se latka
kape na povrch tuhého média (je neptesnd, vyuziva se spise pro kvalitativni stanoveni — zda je
bakterie vibec citliva), b/ , testovanou latkou jsou v tomto piipadé nasyceny disky
filtra¢niho papiru, které se kladou na agarové plotny (rozsahlé vyuziti pfi rutinnim testovani
citlivosti patogennich mikroorganismli na antibiotika, komeréné¢ vyrabéné disky), ¢/
kominkovou - do agarové vrstvy se vtlacuji kominky ze skla, porceldnu nebo nerezavéjici
oceli (ne az na dno a vSechny stejn¢ hluboko) a do nich se pipetuji roztoky testovanych latek a
kone¢né d/ jamkovou, u které se testované latky pipetuji do jamek vyhloubenych korkovrtem
pfimo do agarové vrstvy.

Protoze citlivost difuznich metod je zavisla predevsim na difazi testované latky v agarové
vrstveé, je nutno pii jeji ptiprave dodrzet nékteré podminky: konstantni hustotu a vlhkost
agaru, stejnou tloust’ku agaru (vSeobecné¢ se doporucuje 5 mm, ale vyhodné je stanoveni na
tenkych vrstvach - 3 mm) a pfipravu na absolutné rovném povrchu. Pii ptipravé vzorki je
rovnéz nutno presné dodrzovat stanovené podminky tykajici se hlavné extrakce a pH roztoku.

Utinnost desinfekénich prostiedki: vliv koncentrace. Stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace dilu¢ni metodou:

zired'ovaci metoda - v fadé fedéni zkoumané latky stanovujeme minimalni koncentraci
ucinnou pro dany organismus, v ptipad¢ antibiotika minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
Vysledek se udava jako titr uc¢inné latky (rozmezi koncentraci), nikoliv ptfesna hodnota
koncentrace.

Antimikrobidlni latky, které se uzivaji k 1é¢bé nemoci a aplikuji se vnitin€ se nazyvaji
chemoterapeuticka ¢inidla. Pokud jsou to latky pfirodni, produkované mikroorganismy,
nazyvaji se antibiotika. Antibiotika se vzdjemné 1i§i chemickou strukturou, spektrem



ucinnosti a mechanismem ucinku. (Prvnim nalezenym antibiotikem (Fleming 1928) byl penicilin
produkovany plisni Penicillium chrysogenum, nasledoval streptomycin produkovany aktinomycetou rodu
Streptomyces. Aktinomycety ziistavaji dillezitym zdrojem antibiotik.)

Pisobeni antibiotik: na gramnegativni bakterie ptisobi antibiotika tak, Ze inhibuji jejich
proteosyntézu a syntézu DNA a RNA; u grampozitivnich bakterii plisobi na syntézu bunécné
stény, kyseliny listové..

Mechanismy rezistence k antibiotikiim:

Enzymy modifikujici antibiotikum

SniZeni permeability bakteridlnich obali

Zvysené vyluovani z bakteridlnich bun¢k

Modifikace cilové struktury se snizenim avidity k antibiotiku
Piemosténim cile pomoci nového metabolitu



