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Cwiczenie 11

TEMAT: Ocena lekowrazliwosci mikroorganizmow, wykrywanie
szczepow antybiotykoopornych

CZESC TEORETYCZNA

Znaczenie oceny lekowrazliwosci w medycynie. Metoda Kirby’ego-Bauera (antybiogram
krgzkowo-dyfuzyjny) - opis metody, zasada 15-15-15, odczyt wynikéw i ich interpretacja
zgodnie z normami EUCAST. Ustalenie najmniejszego stezenia hamujgcego antybiotyku (MIC,
Minimal Inhibitory Concentration) przy zastosowaniu E-testu. Wykorzystanie metody dwéch
krgzkéow i selektywnych podtéz chromogennych do wykrywania i bakterii opornych na
antybiotyki.

CZESC PRAKTYCZNA

Zadanie 1.

Wykonaj antybiogram krazkowo dyfuzyjny dla Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis i Pseudomonas aeruginosa stosujac krazki z antybiotykami zgodnie z
rekomendacjami EUCAST. Wykorzystaj czyste kultury bakterii na agarze krwawym lub pozywce
ogolnej, przygotuj zawiesine jednej do kilku kolonii bakterii w NaCl o gestosci 0,5 w skali
MacFarlanda, po czym wykonaj posiew murawowy jatowg wymazdéwkg, w ciggu 15 minut od
posiewu natéz krazki jatowg pesetg lub dyspenserem, po czym inkubuj w 37°C przez 24 godz.

Zadanie 2.

Demonstracja wykonania E-testu dla wybranych patogendw: posiew zawiesiny, jak w zad. 1,
natozenie paska z gradientem antybiotyku, inkubacja w 37°C przez 24 godz.
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Zadanie 3.

Analiza wynikéw oceny lekowrazliwos$ci - pomiar $rednicy stref zahamowania wzrostu w
metodzie Kirby’ego-Bauera i poréwnanie z tabelg interpretacyjng EUCAST. Odczyt MIC dla
paskéw E-testowych: wskazanie miejsca przeciecia elipsy zahamowania wzrostu z paskiem.

Zadanie 4.

Demonstracja metody wykrywania szczepdw gronkowca ztocistego opornych na metycyline
(MRSA — ang. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus)

a) metoda z uzyciem krazka z cefoksytyng. Narysuj wynik doswiadczenia i wyjasnij jego
znaczenie.

b) zwykorzystaniem selektywnego podtoza chromogennego BRILLIANCE™ MRSA Il. Opisz
wynik doswiadczenia i wyjasnij jego znaczenie.

Zadanie 5.

Wykrywanie B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL, extended-spectrum
beta-lactamases) metodg dwdch krazkéw (DDST, Double Disc Synergy Test)

Zaszczep pozywke MH (zgodnie z wymogami EUCAST) zawiesing bakterii E. coli. Natéz krazki z
ceftazydymem (CAZ 30) i cefotaksymem (CTX 30), a pomiedzy nimi krazek z amoksycyling i
kwasem klawulanowym (inhibitor B-laktamaz). Zachowaj pomiedzy s$rodkami krazkéw
odlegtos¢ 2 cm. Inkubacja w 37°C/24 godz.
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Wynik pozytywny (mikroorganizm produkuje ESBL) - wyrazne powiekszenie strefy
zahamowania wzrostu wokoét krgzka z ceftazydymem lub cefotaksymem od strony krazka
zawierajgcego kwas klawulanowy. Narysuj wynik doswiadczenia i wyjasnij jego znaczenie.




