mesni pepton 1

mesni ekstrakt

NaCl

Na,HPO,

destilirana voda

(pH 7,3)

Ovoj se osnovnoj tekucoj hranjivoj
podlozi mogu dodati i drugi sastojci, npr.
glukoza, pa se na taj nacin pripremi glu-
kozni bujon. Doda li se krvni serum (10 %)
tada se takva hranjiva podloga naziva se-
rumski bujon.

Hranjivom bujonu sli¢na je po sastavu
osnovna Cvrsta hranjiva podloga koja se
zove hranjivi agar. Jedina je razlika u tome
$to ona sadrZi jos i 15 grama agara. I njoj
s¢ mogu nakon sterilizacije dodati drugi
sastojci. Dodatkom  sterilnog  krvnog
seruma (10 %) pripremi se serumski agar.
Cesto upotrebljavani krvni agar izraduje
se dodavanjem 5 % sterilne defibrinirane
krvi nekih Zivotinja ili Covjeka hranjivom
agaru. '

Neovisno o vrsti hranjive podloge, sve
one moraju imati to¢no odredeni pH, i to
obi¢no u rasponu od 7,0 do 7,6. Suhe hra-
njive podloge proizvode se tako da im je
pH postojan, ali hranjivim podlogama koje
se pripremaju svakog dana u mikrobio-
loSkim laboratorijima potrebno je nakon
izrade provijeriti pH i prema potrebi na-
ravnati ga na Zeljenu vrijednost.

Sve hranjive podloge moraju biti
sterilne, pa se nakon zavrSene pripreme
obavezno steriliziraju na jedan od poznatih
nafina (u autoklavu, u Kochovu loncu,
filtracijom). O sterilizaciji hranjivih
podloga vidi u poglavlju »Sterilizacija.

Nakon zavriene sterilizacije hranjive se
podloge asepticki razlijevaju iz veéih
staklenih posuda u manje (epruvete,
Petrijeve zdjelice i dr.). Kao primjer
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navodimo izradu krvnog agara.

Nakon otapanja odredene kolitine
suhog hranjivog agara u destiliranoj vodi
pri 100 °C ta se osnovna hranjiva podloga
sterilizira u autoklavu. Zatim se podloga
izvadi iz autoklava i ohladi do priblizno
50 °C. Tada joj se aseptic¢ki doda 5 % ste-
rilne defibrinirane krvi i nakon mijesanja

=

izlije u Petrijeve zdjelice u sloju debljinc
priblizno 3 mm. Napunjene zdjelice ostave
s¢ poklopljene pri sobnoj temperaturi gz
se podloga ohladi i agar §¢vrsne. Potrebnc
je jos samo osusiti povrsinu hranjive podlo-
ge i krvni agar je gotov za upotrebu.

4.1.2. Nacjepljivanje hranjivih
podloga

PretraZivani materijal (uzorak organa i
sl.) nacjepljuje se na hranjivu podlogu kako
bi se iz njega izdvojile nazo¢ne bakterije
koje su uzrokovaie infekciju.

PoviSinu uzorka potrebno je prije
nacjepljivanja sterilizirati opaljivanjem
plamenom ili uZarenom lopaticom. Za
bakterioloSku pretragu uzima se neto ma-
terijala iz dubine uzorka kroz sterilizirano
mjesto na povrsini, najdeiée Pasteurovom
kapilarom, i razmaZe mikrobiologkom ugi-
com po povisini podloge u Petrijevoj
zdjelici. Nacjepljivanje se moZe izvesti na
jedan od ova dva najces¢e upotrebljavana
nacina: iscrpljivanjem ili razrjedivanjem
materijala.

Prvim nalinom razmaZe se malo ma-
terijala povlalenjem usice u zavojitom
(»cik-cak«) potezu po Citavoj povrsini
hranjive podloge. Tako se s usice iscrpi
gotovo sav materijal (sl. 13). Drugim
naCinom materijal se razmaze takoder
zavojitim potezom uice po manjem dijelu
podloge i zalim se ulica sterilizira u
plamenu. Nacjepljivanje se nastavi jedna-
kim povlacenjem u3ice po povr3ini susjed-
nog dijela podloge zapotinjuéi preko ve¢
nacijeplienog podru¢ja i usica potom

SL 13. Nacjepljivanje &vrste hranjive podloge
postupkom iscrpljivanja materijala
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SICTrUIZira. ISt s€ postupdk razmadzivanja i
steriliziranja uSice ponovi nekoliko puta
dok se postupno Citava povriina hranjive
podloge ne nacijepi, a materijal ne razrijedi
(s 14).

Opisanim nacinima nacjepljivanja mate-
rijala nastoji se posti¢i takav rast kulture
da kolonije bar na jednom dijelu hranjive
podloge porastu odvojeno jedna od druge,
da se mogu bolje razlikovati i pojedinatno
precjepljivati.

Sl. 14. Nacjepljivanje ¢vrste
hranjive podloge postupkom
razriedivanja materijala

SL 15. Nacjepljivanje tekuce hranjive .
podloge mikrobiolo$kom uSicom NS

Tekuce hranjive podloge nacjepljuju se
mikrobioloSkom uficom, Pasteurovom
kapilarom ili pipetom tako, da se materijal
unese u podlogu ispod povrSine tekucine
(sl. 15).

4.2. Uzgoj bakterija

Nacijepljena hranjiva podloga stavlja se
u inkubator (termostat) pri 37 °C, jer je
to optimalna temperatura rasta veine
patogenih i uvjetno patogenih bakterija.
Za uzgoj pri toj temperaturi dovoljna su
24 sata, rjede 48 sati, a samo manji broj
bakterijskih vrsta treba uzgajati nekoliko
dana ili tjedana.
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4.2.1. Uzgo] anaerobnih 1
mikroaerofilnih bakterija

Anaerobne bakterije zahtijevaju za svoj
rast i razmnoZavanje odsutnost atmosfer-
skog kisika pa se moraju uzgajati u tzv.
anaerobnim uvjetima. Postoji viSe skupina
postupaka kojima se kisik moZe ukloniti
iz atmosfere u kojoj se uzgajaju anaerobne
bakterije.

1. Fizikalni postupci:

a) Istiskivanje kisika grijanjem tekucih
hranjivih podloga. Anaerobni uvjeti u
tekuéim hranjivim podlogama mogu se
posti€i grijanjem, jer pri tome kisik
otopljen u tekucini izlazi iz podloge. Tada
se hranjiva podloga naglo ohladi, nacijepi
i prelije nepropusnim slojem sterilnog ulja
(npr. parafinskog) u debljini od 2 do 3 cm,
koje sprefava naknadni prodor zraka u
podlogu.

b) Uspostavijanje vakuuma. Za uzgoj
anaerobnih bakterija Cesto se upotrebljava
McIntoshev lonac (sl. 16). U njega se
stavljaju nacijepljene hranjive podloge u
Petrijevim zdjelicama, i lonac se potom
hermeticki zatvori poklopcem. Priklju-
¢enom vakuum-sisaljkom isiSe se zrak iz
lonca i ventil na poklopcu zatvori. Tada
se lonac stavi u inkubator, a manometar

SL 16. Shematski prikaz McIntosheva lonca




6. Odredivanje osjetljivosti bakterija prema
antibioticima i kemoterapeuticima

Ucestala neosjetljivost ili otpornost
bakterija prema antibioticima i kemotera-
peuticima stvorila je potrebu da se iznadu
laboratorijski postupci kojima bi se mogao
tofno odrediti odnos bakterija prema anti-
mikrobnim tvarima. Tijekom vremena pro-
nadeno je viSe postupaka, a od njih se u
svagdanjem laboratorijskom radu najcesce
upotrebljava difuzijski postupak. To je
postupak kojim se u bakteriologiji (u
novije vrijeme i u mikologiji) odreduje os-
jetljivost bakterija prema antibioticima i
kemoterapeuticima. Na osnovi rezultata
koji se naziva antibiogram, odabire se naj-
djelatniji antimikrobni lijek i propisuje
dnevna doza za lijeCenje bakterijske in-
fekcije.

Difuzijski postupak odredivanja os-
jetljivosti bakterija prema antibioticima i
kemoterapeuticima izvodi se, radi ujedna-
Cenosti rezultata i njihove to¢nosti, prema
medunarodno prihvacenim preporukama
kojima odgovara ICS postupak (Interna-
tional Collaborative Study) ili prema
Bauer-Kirbyjevom postupku (taj je postu-
pak prihvacen u zemljama Sjeverne Ame-
rike). Medu ovim postupcima zapravo
nema vecih razlika, no kako je u europskim
zemljama prihvacen ICS postupak upoznat
¢emo se s njim pobliZe.

Difuzijski postupak izvodi se s ¢istom
bakterijskom kulturom na &vrstoj hranji-
voj podlozi posebna sastava. Takva podlo-
ga mora omoguciti nesmetano razmnoZa-
vanje i rast bakterija, a pritom ne smije
ometati difundiranje antimikrobnog lijeka
ili smanjivati njegovu djelatnost. ICS po-
Stupak propisuje upotrebu Mueller-Hin-
tonova agara kojega sloj u Petrijevoj
zdjelici mora biti debeo 4 mm (0,1 mm),
jer debljina i sastav hranjive podloge mogu
~ Utjecati na rezultate postupka. To se po-
~ Sebice odnosi na koli¢inu soli magnezija i
kalcija koje djeluju na aktivnost strepto-
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micina (i drugih antibiotika aminogliko
zidne skupine), na prisutnost peptona
kazeinskog hidrolizata koji smanjuju dje
latnost sulfonamida i tiamfenikola, dol
cistein inhibira aktivnost antibiotika peni
cilinske skupine. Mueller-Hintonovu aga
ru moZe se dodati krv, Sto je zapravo -
nuzno odreduje li se osjetljivost bakterij
koje ne rastu na hranjivim podlogama 1
kojima nema krvi. Osnovnoj podlozi mo¥
se takoder dodati krvni serum, no velike
kolifine serumskih bjelan¢evina veZu neke
antibiotike i na taj na¢in smanjuju njihovt
difuziju.

Kultura bakterijskog soja kojem se
odreduje osjetljivost nacijepi se tako de
se prelije po povrSini &vrste hranjive
podloge. Naravno, prije se napravi sus-
penzija bakterijskih stanica u fizioloskoj
otopini NaCl-a, a razrjedenja se pripreme
prema broju stanica u mililitru suspenzije.
Broj stanica kojima se nacjepljuje hranjiva
podloga takoder je odreden, a ovisi o
veli¢ini kolonija i brzini rasta pretraZivane
bakterijske vrste. Optimalno je ono razrje-
denje pri kojem porastu kolonije toliko
gusto da su blizu jedna drugoj ali se ipak
ne dodiruju. Suspenzija bakterijskih stani-
ca nanese se sterilnom pipetom na cijelu
povrsinu hranjive podloge, a nakon pre-
plavljivanja suviSna se teku€ina otpipetira.
Zatim se poluotvorena Petrijeva zdjelica
ostavi pokraj upaljenog plamenika da se
povrsina hranjive podloge sasvim osusi.

Na suhu povrSinu hranjive podloge
postave se dijagnosticki koluti€i (diskovi).
To su koluti¢i od posebnog papira (sli¢nog
filtar papiru), promjera 5 do 7 milimetara,
koji su proZeti odredenom koli¢inom neke
antimikrobne tvari. Tako, primjerice,
dijagnostiCki koluti¢ tetraciklina sadrzi 30
mcg, aampicilina 10 mcg aktivne tvari ime-
novanog antibiotika. Kolutiéi s razli¢itim
antimikrobnim tvarima nose oznake radi
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raspoznavanja (npr. koluti¢ penicilina G
ima oznaku »P«, koluti¢ gentamicina
oznaku »GMzg, koluti¢ sulfonamida (sul-
fametoksazola) oznaku »SMZ« i sli¢no.

Osim papirnatih dijagnostickih koluti¢a
postoje i dijagnostiCke tablete. One su
obi¢no veéeg promjera od kolutia, a
tablete s razli¢itim antibioticima medu-
sobno se razlikuju bojom.

Dijagnosti¢ki kolutici ili tablete stavljaju
se na povrsinu hranjive podloge sterilnom
pincetom. Razmak izmedu susjednih
kolutiéa mora biti najmanje 3 cm. Osim
toga koluti¢i moraju biti odmaknuti od
ruba Petrijeve zdjelice bar 1,5 cm. Broj
dijagnosti¢kih kolutia koji Ce se upo-
trijebiti ogranien je promjerom dna
Petrijeve zdjelice, a izbor antibiotika i
kemoterapeutika ovisi o rasponu (spektru)
njihova djelovanja, osobinama pretraZiva-
nog bakterijskog soja i naravi infekcije §to
ju je uzrokovao.

Nakon stavljanja dijagnosti¢kih kolu-
ti¢a, koji se ne smiju naknadno premijesStati
po podlozi, zaklopljena Petrijeva zdjelica
ostavlja se pri sobnoj temperaturi 15 do
30 minuta i to se vrijeme naziva vrijeme
difuzije. U tom vremenskom razmaku anti-
mikrobna tvar iz dijagnostickog koluti¢a
difundira u hranjivu podlogu (otuda naziv
difuzijski postupak).

Difuzija teCe radijalno u svim smjero-
vima, a po njezinu zavrietku koli¢ina anti-
mikrobne tvari je najveca ispod kolutica,
dok se s udaljenoS¢u od njega postupno
smanjuje. Podru¢je u hranjivoj podlozi u
koje je difundirala djelatna tvar naziva se
podrucjem difuzije.

e . | e
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Kada istekne vrijeme difuzije, Petrijeva
zdjelica se stavlja u inkubator u kojem je
37 °C, a uzgoj se obavlja u atmosferi koja
odgovara pretraZivanom bakterijskom
soju, ovisno o tome da li je soj aeroban,
mikroaerofilan ili anaeroban. I trajanje
uzgoja ovisi o vrsti bakterije, ali se najcesce
prekida nakon 16 do 24 sata.

Oko pojedinih dijagnostickih kolutica
zapaZaju se nakon uzgoja kruzna podrucja
u kojima nisu porasle bakterijske kolonije.
Ta se podru¢ja nazivaju zone inhibicije
rasta bakterija. Veli¢ina inhibicijske zone
ovisi 0 osjetljivosti pretraZivanog bakterij-
skog soja prema odredenoj antimikrobnoj
tvari. Sto je ta zona $ira to je bakterija
osjetljivija. Shematski i fotografijom to je
prikazano na slikama 21. i 22.

S obzirom na (injenicu da se koncen-
tracija antimikrobne tvari smanjuje s uda-
ljeno$¢u od koluti€a, pojava Siroke inhi-
bicijske zone znali da je mala koli¢ina
kemoterapeutika bila dovoljna da zakoCi
razmnoZavanje bakterijskih stanica. Pro-
mjer svake zone mjeri se tolno kroz
srediSte dijagnostitkog koluti¢a. Veli¢ina
zone izrazava se u milimetrima, a u tu se
vrijednost uklju¢uje i promjer odgovara-
juceg kolutica.

Ustanovljene vrijednosti usporeduju se
s poznatim kriterijima koji vrijede za svaki
pojedini antibiotik ili kemoterapeutik.
Veli¢ina inhibicijske zone izraZzena u
milimetrima odgovara odredenom stupnju
osjetljivosti (ili neosjetljivosti). U prilika-
ma kada se osjetljivost bakterija provjerava
pomocu papirnatih koluti¢a za ve€inu anti-
biotika i kemoterapeutika postoje tri stupnja.

inhibicijska
zona

disk

bakterijska
kultura .

Petrijeva
zdjelica

hranjiva
podloga

podruéje
difuzije

Sl 21. Shematski prikaz difuzij-
skog postupka
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Sl 22. Inhibicijske zone razli¢ita promjera oko
tri od sedam upotrebljenih dijagnostickih ko-
lutiéa

Najveca osjetljivost oznacava se s tri kriZica
(+++), brojkom 3 ili velikim slovom S,
umjerena s ++, brojkom 2 ili velikim
slovom I, a neosjetljivost znakom 0 ili ve-
likim slovom R. Za neke kemoterapeu-
tike postoje samo dva stupnja osjetljivosti
(+++,3ili Si0ili R).

U prilikama kada se osjetljivost bakte-
rijskih sojeva odreduje pomocu tableta
postoje takoder tri stupnja osjetljivosti.
Najveca osjetljivost oznacava se velikim
slovom S (kratica od sensitive), nesto
manja osjetljivost slovom I (kratica od
intermediate), a neosjetljivost velikim
slovom R (kratica od resistant).

KriZi¢ima, brojkama ili slovima oznata-
va se osjetljivost pretraZivanih bakterijskih
sojeva u antibiogramima $to ih izdaju
bakterioloski laboratoriji. Prema anti-
biogramu odabire se antimikrobni lijek
koji ¢e se upotrijebiti za lije¢enje i odreduje
njegova doza. O izboru antibiotika ili
kemoterapeutika prema podacima anti-
biograma odlucuje prakti¢ar. Pritom ne

~ smije uzeti u obzir samo ustanovljenu os-

jetljivost bakterije, nego i farmakoloske
osobine antimikrobnog lijeka, moguéu
preosjetljivost pacijenta prema pojedinom
antibiotiku ili kemoterapeutiku, narav i
lokalizaciju bakterijske infekcije i sli¢no.
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Ako je uzrocnik infekcije jako osjet]
prema odabranom lijeku (+++, 3 ilj |
propisuju se doze prema preporuci pi
izvodaca antimikrobne tvari. Za lije¢er
infekcije uzrokovane slabije csjetljiv
bakterijskim sojem (++, 2 ili I) dnev
doza antibiotika ili kemoterapeutika mo
se povecati ilise takvi antimikrobni lijekc
upotrebljavaju u lijeCenju infekcija m
kracnih putova ili infekcija probavnog st
tava. Tim se putovima antimikrobne tv:
izluCuju iz organizma, pa se bad na ti
mjestima postiZu znatne koncentracije dj
latne tvari. Ako je bakterija neosjetlji
(0 ili R) prema nekom antibiotiku ili k
moterapeutiku, on se ne smije upotrijeb;
za lijeCenje.

6.1. Izvodenje difuzijskog
postupka

1. Difuzijski postupak se izvodi r
Mueller-Hintonovu agaru kojega je sloj
Petrijevoj zdjelici debeo 4 mm.

2. Povrsina hranjive podloge nacjeplijt
je se pipetom, prelijevanjem suspenzij
Ciste kulture pretraZivanog bakterijsko
soja u sterilnoj fizioloskoj otopini NaCl-;

NacCin pripremanja suspenzije:

a) Za bakterije porodice Enterobacte
riaceae, roda Bacillus i Pseudomona
bakterioloSkom usicom dotaknuti deseta
kolonija i zahvacene bakterijske stanic
suspendirati u 5 ml sterilne fizioloske oto
pine NaCl-a, a zatim jednu kapljicu sus
penzije prenijeti u novih 5 ml sterilia
fizioloSke otopine. Ta se suspenzija upo
trebljava za prelijevanje hranjive podloge

b) Za bakterije roda Staphylococcus
Moraxella bakteriolodkom uSicom dotak
nuti desetak kolonija i zahvaéene bakte
rijske stanice suspendirati u 5 ml fiziologke
otopine NaCl-a, a zatim 5 kapljica sus.
penzije prenijeti u novih 5 ml sterilne fizio-
loSke otopine. Tom se suspenzijom prelije
povrsina ¢vrste hranjive podloge.

¢) Za bakterije roda Streptococcus, Co-
rynebacterium,  Pasteurella, Bordetella,
Erysipelothrix, Actinobacillus i Listeria

35



mikrobioloskom uSicom dvaput provudi
kroz kolonije na ¢vrstoj hranjivoj podlozi
i zahvaCene stanice suspendirati u 5 ml
sterilne fizioloSke otopine NaCl-a. Ta se
suspenzija bakterijskih stanica upo-
trebljava za prelijevanje hranjive podloge.

3. SuviSna tekucina na povrsini nacijep-
ljene podloge se otpipetira.

4. Poluotvorena Petrijeva zdjelica os-
tavlja se uz upaljeni plamenik da se
povrsina hranjive podloge sasvim osus3i.

5. Na suhu povriinu hranjive podloge
stavljaju se sterilnom pincetom dijagnosti-
Cki koluti€i ili tablete s razli¢itim kemo-
terapeuticima (medusobno udaljeni 3 cm,
a od ruba Petrijeve zdjelice 1,5 cm). Prvi
dodir koluti¢a s hranjivom podlogom mora
biti istodobno i posljednji, tj. koluti¢i se
ne smiju premijestati po povrsini podloge.

a) Izvodi li se difuzijski postupak u
Petrijevoj zdjelici promjera 10 cm najveci
broj kolutica je 6.

b) Izvodi li se difuzijski postupak u
Petrijevoj zdjelici promjera 12 cm najveci
broj koluti¢a je 12.

6. Petrijeva zdjelica ostavi se pri sobnoj
temperaturi 15 do 30 minuta.

7. Uzgoj nacijepljene bakterijske kulture
obavlja se u inkubatoru pri 37 °C tijekom
16 do 24 sata.

8. Mjerenje promjera zona inhibicije
rasta bakterija uokolo svih postavljenih
dijagnosti¢kih kolutica ili tableta.

9. Stupanj osjetljivosti bakterijskog soja
prema pojedinoj antimikrobnoj tvari odre-
duje se usporedbom veliCine inhibicijske
zone s odgovarajucim kriterijima. U pri-
likama kada se osjetljivost odreduje po-
mocu papirnatih kolutica $to ih u suradnji
s tvrtkom Becton Dickinson proizvodi
Imunolo$ki zavod u Zagrebu upotreblja-
vaju se Kkriteriji izneseni u tablici 2.

Istrauje li se osjetljivost bakterija
pomocu dijagnostiCkih tableta, stupanj os-

Tablica 2. Kriteriji na osnovi kojih se odreduje stupanj osjetljivosti bakterijskog soja prema

nekim antibioticima i kemoterapeuticima

Stupanj osjetljivosti

Antimikrobna tvar Oﬁfﬁéﬂa promjer inhibicijske zone (u mm)
S I R
veci od manji od
amikacin AN-30 16 15—16 15
ampicilin
— za Enterobacteriaceae AM-10 13 12—-13 12
— za Staphylococcus sp. AM-10 28 - 29
— za Streptococcus sp. AM-10 29 22-29 22
cefaleksin CN-30 17 15—-17 15
cefalotin CF-30 17 15-17 15
eritromicin E-15 17 14—-17 14
E:mamicin GM-10 14 13—14 13
rbenicilin
— za P. aeruginosa CB-100 16 14—16 14
kloksacilin CX-5 12 11-12 11
kloramfenikol C-30 17 13—-17 13
linkomicin L-15 23 19-23 19
nalidiksi¢na kiselina NA-30 18 14—18 14
penicilin G
— za Staphylococcus sp. P-10 28 - 29
— za Streptococcus sp. P-10 27 20-27 20
— za ostale bakterije P-10 23 13-23 13
sulfametoksazol SMZ 15 11-15 11
tetraciklin TE-30 18 15—-18 15
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jetljivostise odreduje upotrebom drukcijih
kriterija. Oni su jednostavniji jer su jednaki
Za sve antimikrobne tvari. Prema njima
najveCi stupanj osjetljivosti (S) imaju
bakterijski sojevi kojih su inhibicijske zone
promjera 28 mm ili vece. Malo manju os-

jetljivost prema nekom antibiotiku ili
kemoterapeutiku (I) imaju sojevi kojih je
inhibicijska zona promjera 22 do 27 mm,
a neosjeiljivi (R) su bakterijski sojevi
kojima je promjer inhibicijske zone velik
21 mm ili manje.
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