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Protokol ¢. 8: Stanoveni citlivosti k antibiotikiim, stanoveni koncentrace antibiotik

Uvod: Antibiotika jsou chemické latky produkované riznymi mikroorganismy nebo synteticky
vyrabéné. Navzajem se liSi chemickou strukturou, spektrem ucinnosti a mechanismem ucinku. Spolu
s desinfekénimi prostfedky se antibiotika fadi mezi chemické kontroly mikrobidlniho rlstu, jsou
produkovana proto, aby potlacila rGst konkurencnich druhii a ziskala tak vyhodu pro druh, ktery je
produkuje. V pfirozeném prostiedi jsou nejvétsimi producenty antibiotik houby, které exkreci svych
sekundarnich metaboliti ovlivituji mikroorganismy ve svém bezprostiednim okoli (napt. rody Penicillium,
Aspergillus, Cephalosporium, aj.). Vzhledem k této schopnosti ovliviiovat rtist mikrobli je ¢ast téchto
produkti vyuzivana jako chemoterapeutické latky. Pro zhodnoceni Gc¢inku je dilezitd koncentrace latky,
doba kontaktu a je-li pro bakterie letalni (baktericidni) nebo zpiisobuje-li pfechodnou inhibici rastu
(bakteriostatické latky). Je také dualezité urcit citlivost mikroorganismu k aplikované latce (z divodu
aplikace v medicing), coz se provadi nejcastéji pomoci diftzniho testu v agarovém mediu nebo pomoci
dal$ich metod.

Material: ° Petriho miska s Mueller-Hiltonovym agarem
° sterilni Petriho misky s MPA (M 2)
° sterilni vatova tyCinka
° standardy a vzorky oxacilinu
° kokrovrty a skalpely
° pipety, zkumavky
° antimikrobialni disky
° sterilni pinzeta
° pravitko
° kahan
Bakteridlni kmeny: ° Staphyloccocus aureus NCTC 8511
° Morganella morganii subsp. morganii CCM 680
Postup: ukol €. 1: Stanoveni citlivosti bakterii k riznym antibiotikim diskovou metodou
° Na ptipravenou Petriho misku s Mueller-Hiltonovym agarem jsme sterilni

vatovou ty¢inkou nanesli bakterialni kulturu ze zkumavky s Sikmym agarem
(Morganella morganii subsp. morganii) a peclivé kulturu rozetieli po celé
Petriho misce.

° Na naockovanou Petriho misku jsme pak pinzetou sterilné€ rozlozili 6 testovacich
disku s antibiotiky, po kazdém naneseni jsme pinzetu zihali v plamenu.

° Nechali jsme inkubovat pti 37 °C 23 hodin.

ukol €. 2: Stanoveni koncentrace oxacilinu v neznamém vzorku difuzni jamkovou metodou

° Z Petriho misek naoCkovanych druhem Staphyloccocus aureus a s riznou
koncentraci oxacilinu jsme odecitali vysledky po 24hodinové inkubaci.
° Nejprve jsme pocitali priméry inhibi¢nich z6n u misek se znamou koncentraci

oxacilinu, poté jsme pocitali inhibi¢ni zony z misky o nezndmé koncentraci
oxacilinu.



Vyhodnoceni: Ukol &. 1:

Tab. 1: Priméry inhibi¢nich zén vytvotrenych kolem diskl riznych druht antibiotik rozloZenych na
MH mediu s Morganella morganii subsp. morganii

c

Nazev antibiotika (ng/ml, r inhibiénich zén
(zkratka) m.j.) (mm)

penicilin (PEN) 10 0
cefalotin (CLT) 30 0
ampicilin (AMP) 10 13
erytromycin (ERY) 15 0
oxacilin (OXA) 1 0
chloramfenikol (CMP) 30 23,5

Ukol &. 2:

Tab. 1: Zavislost primérnych hodnot priméru inhibi¢nich z6n na koncentraci standardni fady roztoka
oxacilinu pipetovanych na MPA s druhem Staphyloccocus aureus

¢ standard r inhibiénich zén
(pg/ml) (mm)
7,81 19,53
15,625 21,5
31,25 25,75
62,5 28,375
125 29,2
250 31,5

Tab. 2: Zavislost primérnych hodnot priméru inhibi¢nich zén na logaritmu koncentrace standardni
fady roztokl oxacilinu pipetovanych na MPA s druhem Staphyloccocus aureus

log ¢ standard r inhibi€nich zén

(Hg/ml) (mm)
0,893 19,53
1,194 21,5
1,495 25,75
1,796 28,375
2,097 29,2
2,398 31,5

Kalibraéni pfimka zavislosti priiméru zény na
logaritmu koncentrace oxacilinu

35
30
25
20 -
15

10 : ‘
0,5 1 1,5 2 2,5

log c (ug/ml)

y = 8,1229x + 12,61
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Rovnice regrese:
y =8,1229x + 12,61

neznamy vzorek ¢. 4: rn=21,5
I = 23
I3 = 21.5
T4 = 21,5

I (pramér) = 21,875

21,875 =28,1229x + 12,61
x = 1,141 =>log c = 1,141 pg/ml
o= 101414
c=13.836 ug/ml

Zavér: Pii stanovovani citlivosti bakterii k riznym antibiotikim diskovou metodou jsme zjistili, ze
druh Morganella morganii subsp. morganii je citlivy pouze na 2 druhy pouzitych antibiotik z 6 pouzitych.
Na antibiotika penicilin, cefalotin, erytromycin a oxacilin tedy citlivy neni, protoze kolem diskd s témito
druhy se nevytvoftila zddné kruhové inhibi¢ni zéna. Kolem disku s ampicilinem se vytvoftila inhibi¢ni zéna
s prumérem 13 mm, coZ znamend, ze Morganella je na toto antibiotikum velmi citliva (5 — 10 mm = citlivy
mikroorganismus, nad 12 mm velmi citlivy). Kolem disku s chloramfenikolem se vytvofila zdéna
s prumérem 23,5 mm, coz znamena, Ze je na toto antibiotikum také velmi citliva. Velikost zony je ovlivnéna
schopnosti antibiotika difundovat mediem, pouzivaji se proto pouze ty antibiotika, které¢ difunduji dobfte, a
jako medium se ke kultivaci pouziva Mueller-Hiltontiv agar, ve kterém latky volné difunduji.

Pfi stanovovéni koncentrace oxacilinu v nezndmém vzorku difizni jamkovou
metodou jsme nejprve spocitali priméry inhibi¢nich zén u vzorkl, kde jsme znali koncentraci
oxacilinu, abychom mohli sestavit kalibracni pfimku a zni zjistit rovnici regrese. Na misce
s neznamou koncentraci oxacilinu jsme pak spocitali primér inhibi¢ni zény (primérna hodnota ze 4) a
dosadili do rovnice regrese z grafu. Koncentrace vzorku ¢. 4 byla tedy 13,836 pg/ml. VSechny misky,
na kterych jsme pocitali priméry inhibi¢nich zén uz jsme méli pfipravené, byl pouzit druh
Staphyloccocus aureus. Principem jamkové metody je, Ze testované latky (oxacilin) se pipetuji do
jamek vyhloubenych korkovrtem piimo do agarové vrstvy.




