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Téma č. 1: Detekce ( laktamas

Úkol: 

Proveďte test na přítomnost penicilinasy (jedná se o typ ( laktamasy, která je schopná přeměnit penicilin na neúčinnou kyselinu penicilinovou)

Postup: 

Pro pokus jsme si zvolili bakterii Klebsiella pneumoniae. Jedná se o Gram negativní bakterii, pro něž je typické zadržování laktamas intracelulárně, z toho důvodu je nutné rozrušit jejich membrány xylenem. Z misky s koloniemi této bakterie jsme vzali vzorek bakteriologickou kličkou a 2 kolonie vložili do zkumavky s roztokem penicilinu, k této suspenzi jsme přidali 100 (l xylenu a výslednou směs nechali 1 hodinu inkubovat v termostatu při 37°C. Po 1 hodině jsme do směsi přidali 100 (l roztoku škrobu a 50 (l roztoku jodu v jodidu draselném.

Hodnocení:

Po přidání škrobu a jodu se vytvořilo fialové zbarvení, které po méně než 10 vteřinách zmizelo, což je dle knihy praktických cvičení důkaz o přítomnosti kyseliny penicilinové. Přítomnost neúčinné kyseliny penicilinové logicky poukazuje na přítomnost bakteriálního enzymu penicilinasy. Bakterie Klebsiella pneumoniae tedy vykazuje laktamasovou aktivitu, laktamasy nejsou uvolňovány do okolí, ale zůstávají v intracelul. prostředí, odkud se vyplaví až po likvidaci bakteriální povrchové membrány. 

Téma č. 2: Stanovení citlivosti na antimikrobiální látky diskovou difúzní metodou

Úkol: 

Proveďte test diskovou metodou s příslušnými antimikrob. látkami

Postup:

Z připravené bakteriální kultury (naše skupina zvolila Gram negativní Escherichii coli) jsme bakteriologickou kličkou odebrali několik kolonií a suspendovali v 1 ml fyziologického roztoku. Vzniklou suspenzí jsme namočili sterilní tampon a tamponem jsme ji rozetřeli po celém povrchu Muellerova- Hintonova agaru. Poté jsme na kolonii umístili (daleko od sebe) sadu testovacích disků pro Gram negativní bakterie s těmito účinnými látkami: ampicilin (AMP), chloramfenikol (CMP), Kanamycin (KAN), Co-trimoxazol (COT), nitrofurantion (FUR) a Tetracyklin (TET). Agar jsme potom nechali 24 hod inkubovat v termostatu při 37°C. Další den jsme změřili průměry kruhových inhibičních zón (plocha, kde se bakteriální kolonie nenachází), které se vytvořily okolo testovacích disků. Pokud je průměr disku větší než je předem definovaná hraniční hodnota, má bakterie zvýšenou citlivost na dané antibiotikum. Čím je průměr větší, tím je logicky vyšší i citlivost.

Hodnocení:

Z níže uvedené tabulky tabulky jasně vplývá, že Echerichia coli je citlivá na všechny použité antimikrobiální látky. Největší překročení hraniční velikosti inhibiční zóny bylo zjištěno u Co-trimoxazolu (25 mm), malé pak u ampicilinu (0,5 mm) a tetracyklinu (4 mm). Z toho vyplývá, že při likvidace Escherichie coli budeme preferovat  CMP, KAN, COT a FUR a nikoliv AMP a TET.

E. coli:

	Účinná látka
	AMP
	CMP
	KAN
	COT
	FUR
	TET

	Hraniční hodnota
	17 mm
	18 mm
	18 mm
	10 mm
	15 mm
	19 mm

	Změřená hodnota
	17,5 mm
	31 mm
	26 mm
	35 mm
	25 mm
	23 mm


Téma č. 2: Stanovení MIC a MBC
Úkol: Stanovte pro již daný vzorek neznámé bakterie MIC a MBC

Postup:

Dostali jsme již předem připravené mikrotitrační destičky s inkubovaným stanovením MIC, které jsme již jen odečetli. Pozorovali jsme sediment vzniklý v jamkách na destičce a zapsali nejmenší množství daného antibiotika, které zabránilo vzniku sedimentu (tj. zabránilo růstu bakterií).Tím jsme zjistili MIC. Pro zpřesnění výsledku jsme ještě potřebovali zjistit MBC. Pomocí jehlového aplikátoru jsme přeočkovali vzorky na destičku s krevním agarem a tu jsme nechali inkubovat v termostatu při 37°C po 24 hod. MBC jsme odečetli jako první zápich na krevním agaru, kde nedošlo k růstu kolonie.

Hodnocení: Hodnoty MBC se dle níže psané tabulky většinou shodovaly s hodnotou MIC, kromě CIP, kde byla k úplnému vyhubení bakterie nutná až dvojnásobná dávka než je MIC a MER, kde musela být použitá až 5násobná dávka. U těchto látek by bylo podání léčiva jen dle výsledku MIC chybou, protože by ke zničení bakteriální kolonie nedošlo.

	Látka
	RIF
	FUR
	ERT
	AMI
	CMP
	COT
	STG
	CTR
	OFL
	CIP
	MER
	ISE

	MIC mg/l
	0,5
	8
	2
	0,5
	4
	8
	0,2
	8
	2
	0,5
	0,2
	0,1

	MBC mg/l
	0,5
	8
	2
	0,5
	4
	8
	0,2
	8
	2
	1
	1
	0,1


