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Za vhodnych rastovych podmienok sa paralel-
ne porovnava rast a rozmnozZovanie kontrol-
nej a réznymi koncentraciami antimikrobidl-
nej latky ovplyvnenych bakterialnych
kultrir. Na kvantitativne hodnotenie Zivot-
nosti a rastovych vlastnosti baktérii sa do
kultivaéného prostredia prida vo vode
rozpustna sol tetrazéliového farbiva,
vyhodne 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-di-
fenyltetrazolium bromid v konecnej koncen-
tricii 0,005 az 5,0 g/1, vyhodne 0,25 g/1,
redukcia pridaného tetrazoliového farbiva
prebieha vo vsetkych kultirach paralelne
a presne ohranicend dobu, vyhodne: 15 minit,
po ktorej sa reakcia ukon¢i a -vo vode
rozpustny farebny produkt sa solubilizuje
pridanim zmesi detergentu a organického
rozpustadla, mnoZstvo vytvoreného farebného
produktu sa kvantitativne uréi spektrofoto-
metricky, vyhodne v oblasti jeho absorpéné-
fho maxima, a podla mnoZstva vytvoreného
farebného produktu sa uréi koncentracia
a antimikrobialnej latky potrebnd  pre
dosiahnutie poZadovaného bakteriostatické-
ho, alebo bakteriocidneho déinku na vySet-
rovani kultiru mikroorganizmov.



1 : CS 277248 Bé6

Vyndlez sa tyka postupu na "in vitro" hodnotenie uc¢inku
antibakteridlnych ladtok na zaklade merania kvantitativnych zmien
rastu a rozmnozZovania baktérii pomocou spektrofotometrickej metd-
dy, pri ktorej mnoZstvo za urcéity ¢as Zivymi organizmami vytvore-
né farebného produktu priamo zavisi od ich pocdtu a metabolicke]
aktivity.

Hodnotenie pod&tu, rastu a rozmnoZovania baktérii "in vitro"
sa v praxi éasto vyuZiva pri posudzovani dc¢innosti antimikrobial-
nych latok. Jednou zo zakladnych poziadaviek kladenych na takéto
stanovenie je popri presnosti a jednoduchosti aj jeho rychlost.

Pre rychle stanovenie po&tu, rastu a rozmnoZovania baktérii
. . . ']
sa doposial vyvinulo niekolko postupov:

1. Priame mechanické, alebo elektronické pocitanie c¢astic (Pring-
le, J.R. Mor, J.R.: Methods for monitoring the growth of yeast
cultures and for dealing with the clumping problem. Methods Cell.
Biol., XI, 1975, 153-168).

2. Fotometrické meranie zmien 2z&kalu (turbidimetria), alebo
rozptylu svetla (nefelometria) prechddzajiceho suspenziou bakté—
rii (Xoch, A.L.: Theory of the angular dependence of light scat-
tered by bacteria and similar-sized biological objects. J. Theor.
Biol., 18, 1968, 133-156).

3. Meranie zmien elektrickej impedancie v kultire rasticich
mikroorganizmov (Ur. A., Brown, D.F.J.: Rapid detection of bacte-
rial activity using impedance measurement. J. Biomed. Eng., 9,
1974, 18-20, patent US 4528270). :

4. Mikrokalorické meranie v kultire rasticich mikroorganizmov
(Binford, J.S., Binford, L.S., Adler, P.: A semiautomated mikcro-
calorimetric method of antibiotic sensitivity testing. Am. J.
Clin. Pathol., 59, 1973, 86-94).

5. Meranie zmeny pH spésobenej skvasovanim glukdézy v nepufrovanom
kultivaénom médiu (&s. patent 215861),

6. Meranie mnozstva Zivymi baktériami vytvoreného ATP (Karl,
D.M.: Cellular nucleotide measurements and applications in micro-
bial ecology, Microbiol. Rev., 44, 1980, 739-796).

7. Radiometrické metdédy (De Blanc, J.J., Charache, P., Wagner,
H.N.: Automatic radiometric measurement of antibiotic effect on
bacterial growth. Antimicrob. Agents Chemother., 2, 1972,
360-366) .

8. Kvantitativne meranie mnoZstva enzymov uvolnenych rastidcimi
baktériami . do kultivaéného prostredia pomocou fluorogénnych
substratov (Philips, I., Waren, C., Waterworth, P.M.: Determina-
tion of antibiotic sensitivities by Sensititre system. J. Clin.
Pathol., 31, 1978, 531-535).

Metédy podla uvedenych prikladov majd viaceré nedostatky,
ktoré spodivaji najmid v nutnosti pouZivat suspenziu mikroorganiz-
mov o hustote aZ 3 x 108/ml (postupy 2,4), zloZitosti postupu
a pracnosti metdédy (1, 4, 6), poziadavke na zloZité vyhodnocova-
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cie zariadenie (3, 4,, 6, 7, 8), nutnosti pracovat s radioaktiv-
nymi latkami (7) a komplikovanom rozliSeni medzi stupriom meranej
"aktivnej odpovede od pozadia a nespecifickych artefaktov (8).

' Uvedené nedostatky odstranuje postup kvantitativneho hodno-
tenia déinku antibakteridlnych lédtok "in vitro" podla vyndlezu,
ktory spoc¢iva v kvantitativnom hodnoteni zmien poctu, rastu
a rogmnoZovania Zivych, metabolicky aktivnych baktéridlnych buni-
- ek na zadklade nimi spdsobenej redukcie soli tetrazéliového farbi-
va. Pri reakcii, ktord prebieha vyluc¢ne v Zivych bunkach, dochad-
za k interakcii medzi tetrazéliovou solou a cytochrémovym systé-
mom bakteridlnej bunky, pridom sa tetrazdliovad sol redukuje za
vzniku farebného produktu, ktorého mnoZstvo je Umerné poctu a me-
tabolickej aktivity pritomnych bakterlalnych buniek.

K vyhodam postupu podla vyndlezu v porovnani s doterajsSimi
pristupmi patri vysoka citlivost (na stanovenie sta¢i uZ hustota

bakteridlnej suspenzie 2 x 104/m1), reakcie prebleha vyluéne
v Zivych bunkach, mlnlmalny potrebny reakény ¢as sa podla metabo-
lickej aktivity pre vadés$inu baktérii pohybuje v rozmedzi 1 aZ 30
minﬁt..Metodicky postup je jednoduchy a nevyZaduje Ziadne sepa-
ra¢né kroky, ¢o spolu so spektrofotometrickym spdésobom vyhodnoco-
vania vytvdra vhodné podmienky pre jednoduchu automatizaciu.
Financné naklady na stanovenie sd nizZs$ie neZ pri porovnatelnych
metodach

MoZnosti pouZitia postupu podla vyndlezu s objasnené na
prlkladoch rychleho stanovenia citlivosti baktérie Escherichia
coli na rézne Xkoncentricie bakteriostatického antibiotika tetra-
cyklinu (A) a bakteriocidneho antibiotika s rychlym nastupom
d¢inkom kolicinu (B).

Priklad A. Hodnotenie antibakteridlneho dc¢inku tetracyklinu.

Do jednotlivych jamiek mikrotestovej platnicky s 96 jamkami
s plochym dnom sa napipetuje 100 ul bojdénu podla
Mueller-Hintonovej, s ‘klesajicimi koncentriciami tetracyklinu
(256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 a 0 ug/ml). V tomto bujéne
sa pripravi suspenzia z 18 hodinovej kultury baktérie Escherichia

coli o hustote 1x10° baktérii/ml. Do jamiek s antibiotikom sa
prid4d 100 ul bakteridlnej suspenzie, ¢&im sa dosiahnu vysledné
koncentracie antibiotika 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 0,25
a 0 ug/ml. RKontrolnda jamka obsahuje namiesto bakteridlnej suspen—
zie len ¢isty Mueller-Hintonovej bujén. Platnic¢ka sa umiestni do

termostatu "a inkubuje pri 35 °C 120 mindt. Po inkubacii sa do
vSetkych jamiek pridd 20 ul 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-dife-—
nyl tetrazolium bromidu vo fyziologickom roztoku, koncentracia
~ 2,5 mg/wl) a inkubuje sa dalS$ich 15 minit v termostate pri

35 °C. Potom sa do vsSetkych Jjamiek pridd 50 ul solubilizacéného
. roztoku (20% SDS v 50% vodnom roztoku N,N-dimetylformamidu, pH
upravené HC1 a kyselinou octovou na 4,7). Obsah jamiek sa premie-

Sa a platniéky sa inkubujd dalsich 5 minit pri 35 °C. Absorbancia
v jednotlivych jamkdch sa 2zmeria pomocou spektrofotometra (ELISA
reader) pri 550 nm (Specifickd absorbancia) a pri 630 nm (nespe-
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cifickd absorbancia). Namerané korigované hodnoty absorbancie
(Egg0-Eg3g) s vynesi v linedrnom zobrazeni oproti koncentracii

antibiotika a zostroji sa prislusnd krivka (obr. 1). U¢innost
antibiotika na testovany bakteridlny kmen sa posidi z - priebehu
ziskanej krivky.

Priklad B. Hodnotenie antibakteridlneho d¢inku kolistinu.

Postupuje sa zhodne ako v priklade A, len antibiotikum
tetracyklin sa nahradi antibiotikom kolistin. Hodnotenie vysled-
kov Jje rovnaké ako v priklade A, pricom pokles absorbancie na
"nulovd hodnotu (obr. 2) znamend usmrtenie baktérii vo vySetrova-
nej suspenzii. '

PATENTOVE NAROKY

Spésob kvantitativneho hodnotenia uc¢inku antibakterialnych
1latok "in vitro", pri ktorom sa za vhodnych rastovych podmienok
paralelne porovnava rast a rozmnoZovanie kontrolnej a réznymi
koncentriciami antimikrobidlnej 1Atky ovplyvneny bakteridlnych
kultdr, vyznadeny tym, Ze sa kvantitativne hodnotenie Zivotnosti
a rastovych vlastnosti baktérii sa do kultivaéného prostredia
pridd vo vode rozpustna sol tetrazéliového farbiva, vyhodne
3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)=-2,5~-difenyltetrazolium bromid v konec-
nej koncentracii 0,005 aZ 5,0 g¢g/1, vyhodne 0,25 g/l, redukcia
pridaného tetrazoliového farbiva prebieha vo vSetkych kultlrach
paralelne a presne ohranideni dobu, vyhodne 15 mindt, po ktorej
sa reakcia ukonéi a vo vode rozpustny farebny produkt sa solubi-
lizlue pridanim 2zmesi detergentu a organického rozpustadla,
mnoZstvo vytvoreného farebného produktu sa kvantitativne uréi
spektrofometricky, vyhodne v oblasti Jjeho absorpéného maxima,
a podla mnoZstva vytvoreného farebného produktu sa uréi koncen-
tracia antimikrobidlnej latky potrebnd pre dosiahnutie poZadova-
ného bakteriostatického, alebo bakteriocidneho uc¢inku na vySetro-
‘'vani kultiru mikroorganizmov.
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