23.Vyšetření citlivosti na antimikrobiální látky

Disková difúzní metoda


KVALITATIVNÍ STANOVENÍ


založena na inhibici růstu zkoumaného bakteriálního kmene



ATB difundují v koncentračním gradientu agarovou půdou z testovcího disku



používá se HM agar (MUELLER-HINTONŮV)




pro růstově náročné se přidává krev




pH= 7,2-7,4



suspenze- o zákalu ½ podle McFarlanda se naočkuje plošně přelitím- 1 minutu se nechá a přebytečnou suspenzi slijeme; aplikujeme disky s ATB (G+/G-) a necháme inkubovat 16-24 hodin



kolem disků se vytvoří inhibiční zóna s poloměrem



vyhodnotíme podle tabulek



výsledek testu citlivý/rezistentní

Stanovení MIC a MBC


KVANTITATIVNÍ STANOVENÍ


dilučním testem- naočkování zkoumaného kmene do média s různými koncentracemi testovaných ATB → koncentrace v dané jamce udává MIC (mg/l)


E-test= komerčně dodávané proužky filtračního papíru napuštěné konetračním gradientem testovaného ATB → přiložíme na plošně inokulovaný povrch agaru → inkubace a odečítáme- tvar kapk- nejširší na konci proužku s nejvyšší koncentrací a zužující se do místa, kde již k inhibici nedochází



ze stupnice odečteme MIC


stanovení MBC-vyočkování média s různými koncetracemi ATB s dilučním stanovením MIC na krevní nebo živný agar



MBC odpovídá koncentraci, která bakterie zahubí

Detekce β-laktamasy


β-laktamasy-volné- produkované G+ koky do okolí




vázané-v periplasmatickém prostoru G-





nejdříve se musí uvolnit lýzou  bakterií


průkaz penicilinasy



jodometrický test- založen na redukčních vlastnostech kyseliny penicilinové




zkoumaný kmen inkubujeme v roztoku penicilinu → β-laktamasa → kyselina penicilinová- důkaz I → I-

