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Cil vyvoje funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funk¢niho vzorku diagnostického setu na stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) u bakterii izolovanych z ryb byla snaha o vytvofeni spolehlivého
diagnostického néstroje pro stanoveni citlivosti/rezistence téchto bakterii k antimikrobialnim
latkam, které jsou k 1ébé ryb povoleny v ramci legislativy CR, jejich testovani je doporuceno
ve standardizovanych mezinarodnich normach nebo je sledovani jejich rezistence
k antimikrobikim dulezité z jinych, napiiklad epidemiologickych divodi. Diagnosticky set,
umoziuje jednorazové stanovit MIC osmi antimikrobidlnich latek a dvou kombinaci
antimikrobialnich latek (Tabulka 1) mikrodilu¢ni metodou a na zaklad¢ vysledki MIC

vyhodnotit citlivost/rezistenci vySetfovaného kmene k testovanym antimikrobikdam.

Ukel pouziti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence bakterialnich patogenti ryb mikrodiluéni
metodou k antimikrobialnim latkam, které je nezbytné pro efektivni 1é¢bu bakterialnich
onemocnéni ryb a vyznamnou meérou piispiva k omezeni nezddouciho Sifeni rezistenci

k antimikrobialnim latkam v bakterialnich populacich.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitraéni desti¢ka s 96 jamkami - 12 sloupct (1-12) a 8 fadku (A-H).
Ve sloupcich je v rastovém médiu nafedéno osm antimikrobialnich latek a dvé kombinace
antimikrobialnich latek ve stanovenych koncentracich v objemu 100 pl (Tabulka 1), ve
sloupci 12, fadku A je jamka se 100 pl média bez antimikrobialni latky slouZici jako
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pozitivni kontrola ristu testovanych bakterii. Pocate¢ni koncentrace a pocet fedéni
jednotlivych antimikrobialnich latek na desticce jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty
MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly bud rozmezi breakpointli citlivosti/rezistence
testovanych bakterii nebo hodnoty cutoff vybranych antimikrobik podle zavaznych
mezinarodnich metodik Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI - VETO04-A2,
VETO3/VET04-S2) a rozmezi hodnot MIC bakterialnich kment testovanych v rdmci kontroly

kvality (Tabulka 1).

Tabulka 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u bakterii izolovanych z ryb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |AMP| 025 05 |ERY | FFC  FLU | 0,03 |0,125| 0,25 8 | SXO PKR

64 128 64 8 32
B 32 10,125| 0,25 64 32 4 0,015| 0,06 |/ 0,125| 4 16 | SXT
4
C 16 | 0,06 0,125 32 16 2 GEN | OA | 0,06 2 8 2
8 16

D 8 0,03 0,06 | 16 8 1 4 8 0,03 1 4 1

E 4 | ENR | 0,03 8 4 0,5 2 4 10015 05 2 0,5
8

F 2 4 10015 4 2 0,25 1 2 |OTC| 0,25 1 0,25
64

G 1 2 |0,008 2 1 /0125 05 1 32 10125 05 0,125

H 0,5 1 /0004 1 05 | 0,06 | 025 | 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce je uvedena v mg/I.

AMP  ampicilin (64 — 0,03 mg/I)

ENR  enrofloxacin (8 — 0,004 mg/l)

ERY  erythromycin (128 — 1 mg/l)

FFC  florfenikol (64 — 0,5 mg/l)

FLU  flumequin (8 — 0,06 mg/l)

GEN  gentamicin (8 — 0,06 mg/l)

OA oxolinova kyselina (16 — 0,015 mg/l)

OTC  oxytetracyklin (64 — 0,06 mg/l)

SXO  ormethoprim/sulfadimethoxin (1/19) — koncentrace v tabulce plati pro ormethoprim (32 — 0,25 mg/l)
SXT  trimethoprim/sulfamethoxazol (1/19) — koncentrace v tabulce plati pro trimethoprim (4 — 0,06 mg/l)
PKR  pozitivni kontrola riistu

Ristové médium, ve kterém jsou fedéna antimikrobika je Mueller Hinton Broth.
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Interpretace vysledki

Interpretace vysledki do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointa
antimikrobialnich latek (pro ryby dle platného dokumentu CLSI VETO03/VET04-S2), ktere
déli izolaty do kategorii citlivosti na citlivé, intermediarni a rezistentni. VySetfovany kmen
bakterie lze Kkategorizovat za piedpokladu, ze piislusné breakpointy jsou pouZity
v definovaném fenotypovém systému. BohuZzel, v soucasné dobé jsou klinické breakpointy
pro bakterie izolované z ryb stanoveny pouze u Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
pro kyselinu oxolinovou a oxytetracyklin. U florfenikolu a u kombinace ormethopimu se
sulfadimethoxinem lze vychdzet pfi hodnoceni ze stanovenych hodnot epidemiologickych
cutoff, které déli izolaty podle MIC na wild-type (WT) izolaty s hodnotami MIC niZSimi nez
cutoff, u kterych lze predpokladat, Ze nemaji Zadné ziskané mechanismy pro vznik rezistenci
k danému Ié¢ivu a na non-wild-type (NWT) izolaty s hodnotami MIC vysSimi neZ cutoff, u
kterych lze predpokladat rozvoj rezistence k danému 1écivu. Hodnoty cutoff jsou definovany
rovné¢Zz pouze u A. salmonicida subsp. salmonicida. Vzhledem ktomu, ze pro vSechny
testované latky nejsou breakpointy pro jednotlivé bakterie izolované z ryb definovany, jsou
v nasledujici tabulce uvedeny pouze zndmé hodnoty MIC a cutoff pro A. salmonicida subsp.
salmonicida po inkubaci pii 22+2 °C po dobu 44-48 hodin za pftistupu vzduchu (Tabulka 2).
Pro hodnoceni citlivosti / rezistence bakterii izolovanych z ryb k ostatnim antimikrobiktim je
mozné vychazet pouze ze zjisténych hodnot MIC nebo z publikovanych farmakokinetickych a

farmakodynamickych hodnot pro ryby, jsou-li stanoveny.

Celosvétove je kl1écbé bakteridlnich onemocnéni ryb v produkénim rybafstvi povoleno

pouzivat pouze malo piipravkl obsahujicich antimikrobika (v Ceské republice jsou to jen



lé¢iva obsahujici oxytetracyklin), ale k 1é€bé okrasnych a akvarijnich ryb je vyuzivano i léCiv

obsahujicich dalSi antimikrobika.

Tabulka 2: Interpretacni kritéria pro izolaty A. salmonicida subsp. salmonicida (inkubace pfi

22+2 °C po dobu 44-48 hodin)

MIC (mg/l) Cutoff (mg/l)

C | R WT NWT
kyselina oxolinova <0,125 0,25-0,5 >1 <0,125 >0,25
oxytetracyklin <1 2-4 >8 <1 >2
florfenikol - - - <4 >8
ormethoprim/sulfadimethoxin - - - <0,5/9,5 >1/19




Ovéreni funkénosti a kontrola kvality

Funk¢nost vyvijeného setu byla ovéfena stejnym zpiisobem jako je provadéna pravidelna
tydenni kontrola kvality vyrobenych setti do doby exspirace testovanim kontrolnich kmeni E.
coli ATCC 25922 a A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658, které jsou piesné
definovany a hodnoty MIC k nékterym antimikrobialnim latkdm jsou uvedeny v laboratornich
standardech CLSI (VETO3/VETO04-S2). Stanovené hodnoty MIC jednotlivych antimikrobik
musi byt vrozmezi definovanych hodnot MIC referen¢nich kment. Referen¢éni rozmezi
hodnot MIC (mg/l) kontrolnich kment E. coli a A. salmonicida subsp. salmonicida za
riznych podminek inkubace je vyznaceno v Tabulkdch 3 — 12 Sedou barvou. Pokud u
nékterych antimikrobialnich latek neni pro néktery z kontrolnich kmend vyznaceno Sedé
rozmezi hodnot MIC, nejsou Vv soucasné dobé jesté stanoveny hodnoty MIC kontrolniho

kmene k témto antimikrobikiim za danych inkubacnich podminek.

Tabulka 3: Rozmezi MIC referenéniho kmene Escherichia coli ATCC 25922 pti 22 °C, 24-28
hodin

1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12

A AMP| 025 | 05 |ERY |FFC |FLU | 0,03 |0,125| 0,25 | 8 |SXO |PKR
64 128 | 64 8 32

B 32 10,125/ 0,25 | 64 32 4 10015 006 [0,125 4 16 | SXT
C 16 | 0,06 |0,125| 32 16 2 |GEN| OA 006 | 2 8 g
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 ?‘r 186 003 | 1 4 1

E 4 ' ENR| 0,03 | 8 4 0,5 2 4 0,015| 05 2 0,5
F 2 ?‘r 0,015, 4 2 | 025 1 2 |OTC| 0,25 1 1025
G 1 2 10008 2 1 0125 0,5 1 gg 0,125| 0,5 0,125
H 0,5 1 10004 1 05 006 025 05 | 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06




Tabulka 4: Rozmezi MIC referenéniho kmene Escherichia coli ATCC 25922 pti 22 °C, 44-48

hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AMP | 0,25 0,5 |ERY | FFC | FLU | 0,03 | 0,125 | 0,25 8 SXO | PKR

64 128 64 8 32
B 32 10,125| 0,25 | 64 32 4 10,015 0,06 |0,125| 4 16 | SXT

4
C 16 | 0,06 | 0,125| 32 16 2 |GEN| OA | 0,06 2 8 2
8 16
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 4 8 0,03 1 4 1
E 4 ENR | 0,03 8 4 0,5 2 4 10,015 05 2 0,5
8
F 2 4 10015 4 2 0,25 1 2 |OTC| 0,25 1 0,25
64

G 1 2 10,008 2 1 0,125 0,5 1 32 0,125/ 0,5 /0,125
H 0,5 1 |0004 1 05 006 | 025 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06

Tabulka 5: Rozmezi MIC referenéniho kmene Escherichia coli ATCC 25922 pti 28 °C, 24-28

hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AMP| 0,25 | 05 |ERY | FFC | FLU | 0,03 |0,125| 0,25 8 SXO | PKR

64 128 64 8 32
B 32 10,125 0,25 | 64 32 4 10,015 0,06 {0,125, 4 16 | SXT
4
C 16 | 0,06 /0,125 32 16 2 |GEN| OA | 0,06 2 8 2
8 16
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 4 8 0,03 1 4 1
E 4 ENR | 0,03 8 4 0,5 2 4 10,015 05 2 0,5
8
F 2 4 10015 4 2 0,25 1 2 |OTC| 0,25 1 0,25
64

G 1 2 10,008 2 1 0,125 0,5 1 32 0,125/ 0,5 /0,125
H 0,5 1 0004 1 05 006 | 025 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06




Tabulka 6: Rozmezi MIC referenéniho kmene Escherichia coli ATCC 25922 pti 28 °C, 44-48

hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AMP | 0,25 0,5 |ERY | FFC | FLU | 0,03 | 0,125 | 0,25 8 SXO | PKR

64 128 64 8 32
B 32 10,125| 0,25 | 64 32 4 10,015 0,06 |0,125| 4 16 | SXT

4
C 16 | 0,06 |0,125| 32 16 2 |GEN| OA | 0,06 2 8 2
8 16
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 4 8 0,03 1 4 1
E 4 ENR | 0,03 8 4 0,5 2 4 10,015 05 2 0,5
8
F 2 4 10015 4 2 0,25 1 2 |OTC| 0,25 1 0,25
64

G 1 2 10,008 2 1 10,125 0,5 1 32 /0,125 0,5 /0,125
H 0,5 1 |0004 1 05 | 0,06 025 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06

Tabulka 7: Rozmezi MIC referenéniho kmene Escherichia coli ATCC 25922 pti 18 °C, 92-96

hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AMP| 0,25 | 05 |ERY | FFC | FLU | 0,03 |0,125| 0,25 8 SXO | PKR

64 128 64 8 32
B 32 10,125 0,25 | 64 32 4 10,015 0,06 {0,125, 4 16 | SXT
4
C 16 | 0,06 /0,125| 32 16 2 |GEN| OA | 0,06 2 8 2
8 16
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 4 8 0,03 1 4 1
E 4 ENR | 0,06 8 4 0,5 2 4 10,015 05 2 0,5
8
F 2 4 10,015 4 2 0,25 1 2 |OTC| 0,25 1 0,25
64

G 1 2 10,008 2 1 10,125 0,5 1 32 0,125 0,5 /0,125
H 0,5 1 0004 1 05 | 006 025 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06




Tabulka 8: Rozmezi MIC referenéniho kmene Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida

ATCC 33658 pii 22 °C, 24-28 hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AMP| 0,25 | 05 |ERY | FFC | FLU | 0,03 |0,125| 0,25 8 SXO | PKR
64 128 64 8 32
B 32 10,125| 0,25 | 64 32 4 10,015 0,06 0,125| 4 16 | SXT
4
C 16 | 0,06 |0,125| 32 16 2 |GEN| OA | 0,06 2 8 2
8 16
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 4 8 0,03 1 4 1
E 4 ENR | 0,03 8 4 0,5 2 4 10,015 05 2 0,5
8
F 2 4 10015 4 2 0,25 1 2 |0OTC| 0,25 1 0,25
64
G 1 2 10,008 2 1 0125 0,5 1 32 |0,125 0,5 /0,125
H 0,5 1 |0004| 1 05 | 006 025 | 05 16 | 0,06 0,25 | 0,06

Tabulka 9: Rozmezi MIC referenéniho kmene Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida

ATCC 33658 pii 22 °C, 44-48 hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AMP| 0,25 | 0,5 |ERY | FFC | FLU | 0,03 |0,125| 0,25 8 SXO | PKR
64 128 64 8 32
B 32 10,125| 0,25 | 64 32 4 10,015 0,06 (0,125, 4 16 | SXT
4
C 16 | 0,06 |0,125| 32 16 2 |GEN| OA | 0,06 2 8 2
8 16
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 4 8 0,03 1 4 1
E 4 ENR | 0,03 8 4 0,5 2 4 10,015 05 2 0,5
8
F 2 4 10015 4 2 0,25 1 2 |0OTC| 0,25 1 0,25
64
G 1 2 10,008 2 1 0125 0,5 1 32 /0,125 0,5 /0,125
H 0,5 1 |0004| 1 05 | 006 025 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06
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Tabulka 10: Rozmezi MIC referen¢niho kmene Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
ATCC 33658 pti 28 °C, 24-28 hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A AMP| 025 | 05 |ERY |FFC |FLU | 0,03 [0,125| 0,25 | 8 |SXO |PKR
64 128 | 64 8 32
B 32 10,125 0,25 | 64 32 4 10,015| 0,06 {0,125 4 16 | SXT
C 16 | 0,06 |0,125| 32 16 2 |GEN| OA 006 | 2 8 g
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 ?1 186 0,03 1 4 1
E 4 'ENR| 003 | 8 4 0,5 2 4 10,015| 05 2 0,5
F 2 ?1 0,015, 4 2 | 025 1 2 |OTC| 0,25 1 025
G 1 2 /0008 2 1 0125 0,5 1 gg 0,125| 0,5 |0,125
H 0,5 1 0004 1 05 0,06 | 025 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06

Tabulka 11: Rozmezi MIC referenéniho kmene Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
ATCC 33658 pii 22 °C, 24-28 hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A AMP| 025 | 05 |ERY |FFC |FLU | 0,03 [0,125] 0,25 | 8 |SXO |PKR
64 128 | 64 8 32
B 32 10,125 0,25 | 64 32 4 10015 0,06 [0125 4 16 | SXT
C 16 | 0,06 | 0,125 32 16 2 |GEN| OA 006 | 2 8 g
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 ?‘r 186 0,03 1 4 1
E 4 'ENR| 003 | 8 4 0,5 2 4 10,015| 05 2 0,5
F 2 ?1 0,015, 4 2 1025 1 2 |OTC) 0,25 1 1025
G 1 2 /0008 2 1 0125 0,5 1 gg 0,125 0,5 0,125
H 0,5 1 0004 1 0,5 006 025 05 16 | 0,06 @ 0,25 | 0,06
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Tabulka 12: Rozmezi MIC referen¢niho kmene Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
ATCC 33658 pii 18 °C, 92-96 hodin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A AMP | 0,25 | 05 |ERY |FFC |FLU| 003 [0,125| 0,25 | 8 |SXO |PKR
64 128 | 64 | 8 32
B 32 /0125 025 | 64 | 32 | 4 10015 006 0,125 4 16 | SXT
C 16 | 0,06 |0,125 32 16 2 |GEN| OA | 0,06 2 8 g
D 8 0,03 | 0,06 | 16 8 1 ?‘r 186 0,03 1 4 1
E 4 ENR | 0,03 8 4 0,5 2 4 10,015| 05 2 0,5
F 2 ?1 0,015 4 2 1025 1 2 |OTC|025| 1 |0,25
G 1 2 10,008 2 1 |0,125 05 1 gg 0,125| 0,5 /0,125
H 0,5 1 10,004 1 05 | 006 | 025| 05 16 | 0,06 | 0,25 | 0,06
<0,03
Skladovani

Sety skladovat zamrazené pii teploté¢ — 80. Po rozmrazeni a temperovani setu na kultiva¢ni
teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi opétovné zmrazit

(riziko degradace antimikrobialnich latek).

Exspirace

6 mésict od data vyroby

Zpusob likvidace

PouZité sety se likviduji jako infek¢ni material.
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Srovnani ,,novosti postupi“

Set ke stanoveni MIC bakterialnich izolatd z ryb obsahuje specidlné vybrané testované
antimikrobialni latky a umoziuje testovani citlivosti/rezistence bakteridlnich izolatd k
antimikrobialnim latkam, které jsou k 1é¢b& ryb povoleny v ramci legislativy CR, jejich
testovani je doporuceno ve standardizovanych mezinarodnich normach nebo je sledovéni
jejich rezistence k antimikrobidlnim latkdm dilezité z jinych, napiiklad epidemiologickych
divodd. Vyvoj funkéniho vzorku vychazi z potieb feseni projektu MSMT PROFISH nebo ma
sledovani rezistence k vybranym antibiotikim epidemiologicky vyznam. Vyvoj a vyroba
nového setu ke stanoveni rezistenci patogennich izolatd z ryb k antimikrobialnim latkam
reaguji na aktualni potfebu diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni problému novym
diagnostickym nastrojem, ktery miize v soucasnosti dostupnym podobnym vyrobkiim

konkurovat kvalitou provedeni, originalitou a pfiznivou cenou.
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