CcS 277170 B6

/

(11) éislo{dokumenhu H

cenn oo DATENTOVY SPIS| 277
FEDERATIVNI : 1 70
NEPUBLIKA e .
(19)
] (21) Cislo ptihlésky @ 2042-91 (13) Druh dokumentu :B6
&;‘%‘A) = 1 (22) PFihléfeno : 03.07.91 (51) 1Int. CL.S
;g%ﬁ' (30) Prioritn{ data :
&%\ c 120 1/20
&
(40) Zvelrejnéno 18.11.92
' . 47) Ud&leno : 30.09.92
FEDERALNI URAD (47)
PRO VYNALEZY (24) Ozndmeno ud&leni ve Vdstnilku : 18.11.92
(73) Majitel patentu : Nik% Milan doc. MUDr. CSc., Bratislava, CS
(72) Pavodce vyndlezu : Nik3% Milan doc. MUDr. CSc¢., Bratislava, CS
(54) NéAzev vyndlezu : Spdsob kvantitat{vneho "in vitro" stanovovania citlivosti

baktérif{ a kvasiniek na antimikrobidlne ldtky

(57) Anotace

Riesenie sa tyka spdsobu kvantitativneho
"in vitro" stanovovania citlivosti baktérii
a kvasiniek v kultivaénych pédach a biolo-
gickom materidli na antimikrobidlne latky
indikdciou zmeny rastu definovanej koncen-
triacie a objemu suspenzie mikroorganizmov
v tekutom kultivaénom médiu. Kultivacia
mikroorganizmov sa uskutoénuje na savom
podklade vo forme jedného alebo viacerych
mikroteréikov v obmedzenom uzavretom prie-
store, pridom mikroterdiky su vzdjomne
oddelené, aby nedoslo k zmiesavaniu jednot-
livych vzoriek. Indikacia rastu sa uskutoé-
fuje réznymi spdésobmi, napr. pomocou redox
indikatora. Mikroteréiky sa pred pouzitim
napustia roztokom antimikrobidlnej 1latky
a rozpustadlo sa po napusteni odstréni.
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Oblast techniky

Vyndlez sa tyka spdsobu kvantitativneho "in vitro" stanovo-
vania citlivosti baktérii a kvasiniek v kultivacénych pddach
a biologickom materidli na antimikrobidlne latky.

Doterajs$i stav techniky

Na "in vitro" stanovovanie citlivosti mikroorganizmov na
antimikrobidlne 1latky sa v praxi pouzivaju "difdzne" alebo
"diluéné" metddy. Pri difdznej metdde sa v pevnej pdbde v Petriho
miske s naodkovanymi mikroorganizmami vytvori jamka, do ktorej sa
napipetuje roztok s presnym mnoZstvom antimikrobidlnej latky.
Antimikrobidlna latka difunduje pocas inkubdcie do pddy a vytvori
v okoli disku koncentracny gradient. Antimikrobialny uéinock
testovanej 1latky sa hodnoti na zdklade vzniku "zény zabrany
rastu" mikroorganizmov v okoli jamky. Pri alternativnom postupe
sa na povrch pddy prikladaji zasobné disky 2z inertnej savej
hmoty, zvycajne filtracéného papiera, impregnované presnym
mnoZstvom antimikrobidlnej latky, ktord z disku difunduje do pddy
v okoli disku. Kontakt medzi mikroorganizmom a antimikrobidlnou
latkou prebieha v kultivadénom médiu, mimo disku. Nevyhody difdz-
nej metody su predovSetkym v tom, Ze aj pri kvantifikovani prie-
meru inhibiénej 2zdény hodnotenie poskytuje len kvalitativny vysle-
dok. Na hodnotenie je potrebné dosiahnut makroskopicky zistitelny
rast mikroorganizmov na pdéde, preto sa test hodnoti po 24 hodi-
nidch. Okrem toho tato metdéda vyZaduje velkd spotrebu kultivaénych
médii a reagencii.

Pri kvantitativnych diluénych metédach sa definované
mnoZstvo antimikrobidlnej latky najskoér rozpusti v péde v osobit-
‘nej reak&énej nadobke. Okrem priameho pridania antimikrobidlnej
latky sa ako jej zdroj mdzZu pouzit aj zadsobné disky zo savého
materidlu impregnované poZadovanym mnoZstvom antimikrobidlnej
latky, ktoré sa pred testom vloZia do reakénych nadobiek s kulti-
vadénou pddou. Po elicii antimikrobidlnej 1latky z disku do pddy sa
musi disk =z pédy odstrdnit, alebo sa kultivadénd pdda premiestni
do inej, meracej nadobky. Nutnost odstrariovat disky 2z kultivacnej
poédy eliminuje rieSenie podla patentu GB 1057000, pri ktorom sa
pouzivaji disky 2z materidlu rozpustného v kultivacénom médiu.
Potom sa do nadobiek pridd testovany mikroorganizmus, kultivuje
sa a rast sa vyhodnoti.

Nevyhodou tejto metddy je, Ze vyZaduje technologicky narocnu
pripravu viacerych péd s réznymi riedeniami antimikrobialnej
latky a skladovanie vopred pripravenych kultivaénych péd s anti-
mikrobidlnymi latkami je problematické; pokial roztok antimikro-
bidlnej latky v kultivacénej pdde nie je pred skladovanim lyofyli-
zovany, Jjeho stabilita je obmedzend, a to aj pri skladovani
v zmrazenom stave. Pred vlastnym testovanim sui nutné daldie ope-
rdcie, napr. rozpustanie a vytemperovanie zmrazenych siprav resp.
rozpustenie lyofylizovanych pdéd pred testovanim, alebo miesSanie
vzoriek poéas rozpustania.

V pripade davkovania antimikrobidlnej latky pomocou nosicov
(tablety, disky) do zakladnej kultivacnej pébdy v reakénych nadob-
kadch tesne pred testom pribida manipuldcia s velkym podtom réz-
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nych nosi¢ov. Postup je ¢asovo ndrocny, mdlo efektivny a zvysuje
sa riziko kontaminacie péd.

Podstata vyndlezu

Uvedené. nevyhody odstranuje spésob kvantitativneho "in
vitro" stanovovania citlivosti baktérii a kvasiniek na antimikro-
bidlne latky podla vyndlezu, indikdciou rastu definovanej koncen-
tridcie a objemu suspenzie mikroorganizmov v tekutom kultivacénom
médiu pri réznych koncentracidch antimikrobidlnych latok nanese-
nych na savom podklade. Podstata vyndlezu spoc¢iva v tom, Ze
kultivacia mikroorganizmov sa uskutodniuje na savom podklade vo
forme jedného alebo viacerych mikroteréikov umiestnenych v obmed-
zenom uzavretom priestore, pricdom mikroterciky sui vzajomne odde-
lené tak, aby nedoslo k 2zmiesSaniu jednotlivych vzoriek. Rast
mikroorganizmov prebieha jednak na povrchu mikroteré¢ika a jednak
v jeho péroch. Indikdcia rastu sa mdéZe uskutodnit réznymi spdsob-
mi, s vyhodou pomocou redox indikdtora (napriklad sol tetrazdlio-
vého farbiva). Mikroteréiky sa pred pouZitim napustia roztokom
s definovanym mnoZstvom antimikrobiidlnej la&tky a rozpustadlo sa
odstrani (napr. susenim).

Vyhodou spésobu podla vyndlezu je predovsSetkym jeho jedno-
duchost spoé¢ivajlica v nendroénej priprave testovacich sidprav
s velkym podtom réznych riedeni antimikrobidlnych latok. Sklado-
vatelnost pripravenych stiprav je jednoduchd (mensie ndroky na
skladovaciu teplotu); skladovanie samotnych antimikrobialnych
latok v suchom stave umoZfiuje prediZit dobu pouzZitia a rozsirit
vyber antimikrobidlnych 1&tok. Pripravené testovacie supravy
moZno pouzit priamo bez dalsich operacii (rozmrazovanie, rozpi-
Stanie lyofylizatu). Okrem toho je tu moZnost volby kultivaénej
pddy priamo pri priprave suspenzie testovanych mikroorganizmov.

vVzhladom na skutoénost, Ze rast prebieha v minimdlnom reaké&-
nom objeme (mikroteréik), odpadd nutnost pouzZivania osobitnych
reakénych naddobiek a moZno pracovat s extrémne malym mnoZstvom
reagencii. S tym sivisi najmd 2zniZenie ndrokov na likvidéaciu
infekéného biologického odpadového materialu.

Priklad uskutoénenia vyndlezu

Priklad

Kvantitativne stanovenie citlivosti G-baktérii na antibioti-
k& netilmycin, cefalotin, ofloxacilin a tetracyklin.

Na platnicku 2z nezmdcavej umelej hmoty s hydrofdébnym
povrchom sa pripevnia mikroterciky z bieleho filtracéného papiera,
ktory bol vopred premyty najprv 1lkrdt v 0.1 NHCl1l a potom a 2krat
v deionizovanej vode. Rozmery mikroterc¢ikov sa volia tak, aby na
platnicke vznikli 4 rady po 10 mikrotercikov, kazdy s plochou cca

. 0,8 cmz, oddelenych priestormi bez filtra¢ného papiera o sSirke
1,5 mm. Pomocou lepiacej pasky sa na platniéku upevni rovné viec-
ko z umelej hmoty s hydrofdbnym povrchom. Platnicéka sa sterilizu-
je etylénoxidom.

Po vysterilizovani platniéky sa za sterilnych podmienok do
kazdého mikroterc¢ika mikropipetou pridd 4 pl roztoku vysSetrova-
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nych antibiotik v destilovanej vode tak, aby jednotlivé mikroter§
¢iky obsahovali 0,64, 0,32, 0,16, 0,08, 0,04, 0,02, 0,01, 0,005
a 0,000 ug antibiotika. Do posledného mikrotercika v rade sa ako
kontrola zabrany rastu pridd vhodny roztok azidu sodného (vysled-
ny obsah v mikroteréiku Jje 100 pg). Platnicka sa po pridani
roztokov umiestni do su$icéky a pri 37 °C sa susi 30 minuit. Potom
sa viedko uzavrie a platnic¢ka sa zatavi do plastického nepriedus-
ného vrecuska.

Pri vykonani spésobu stanovenia citlivosti podla vyndlezu sa
pripravi suspenzia vySetrovaného kmeria baktérii (napriklad Esche-
richia coli v Mueller-Hintonovej bujdéne) a koncentracia mikroor-

ganizmov sa upravi na 1x 10%/m1. Rurkovym aplikdtorom sa prenesie
do kaZdého mikrotercika 10 pl pripravenej suspenzie, platnicka sa
prikryje vieckom a hermeticky wuzavrie do tesného plastického
sdcku, aby sa zabranilo odparovaniu vody 2z mikroterc¢ikov. Plat-
niéka sa inkubuje pri 37 °C 4 aZz 6 hodin. Potom sa do kazdého
mikroteré¢ika rirkovym aplikdtorom pridd 2 pl farebného indikatora
- roztoku MTT (5 mg/ml 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2, 5-difenylte-
trazolium bromid vo fyziologickom roztoku), platniéka sa opiat
uzavrie do plastikového vrecuiska a inkubuje 30 mindat pri 37 °C.

Po inkubdcii sa platnicka vyberie z vrecuska a podla zmeny
farby indikdtora sa hodnoti rast mikroorganizmov v jednotlivych
mikroterdikoch. Zmodranie mikroteré¢ika indikuje rast baktérii
(nedoslo k ovplyvneniu antimikrobidlnou latkou), nezmenend farba
znamend antibakteridlny dc¢inok vysetrovanej 1latky pri danej
koncentrdcii. Podla prvého mikroteréika s nezmenenou farbou
v rade klesajicich koncentrdcii testovaného antibiotika sa urcéi
jeho minimdlna inhibic¢nd koncentracia.

Oblast priemyselneij vyuZitelnosti

Vyndlez je moZné vyuZit v mikrobiologickej diagnostike
(zdravotnickej, veterindrnej, priemyselnej a potravindrskej).
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PATENTOVE NAROKY

Spésob kvantitativneho "in vitro" stanovovania citlivosti
baktérii a kvasiniek v kultivacé¢nych pédach a biologickom mate-
ridli na antimikrobidlne latky indikaciou zmeny rastu defino-
vanej koncentricie a objemu suspenzie mikroorganizmov v teku-
tom kultivacénom médiu pri réznych koncentraciach antimikro-
bidlnych 1l4atok nanesenych na savom podklade, vyznacujuci sa
tym, Ze kultivdcia mikroorganizmov sa uskutoénuje na savom
podklade vo forme jedného alebo viacerych mikrotercikov
v obmedzenom uzavretom priestore, pric¢om mikroterciky su
navzajom oddelené tak, aby nedoslo k zmiesavaniu jednotlivych
vzoriek.

Spésob podla bodu 1, vyznadujici sa tym, Ze po napusteni
mikroterdikov roztokom antimikrobidlnej 1latky sa rozpustadlo
odstrani.

Konec dokumentu
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