000 " .,
2029% VYZKUMNY USTAV

s 33§ VETERINARNIHO
055see LEKARSTVI, v. v. i.

CERTIFIKOVANA METODIKA

VySetreni citlivosti/rezistence
bakterialnich patogenu psu a kocek
k antimikrobialnim latkam stanovenim
minimalnich inhibi¢nich koncentraci

MVDr. Katerina Nedbalcova, Ph.D.
MVDr. Monika Zouharova, Ph.D.

Mgr. Lucie Pokludova, Ph.D.
MVDr. Jiri Bures

MVDr. Tomas Krejci

prof. MVDr. Alfred Hera, CSc.




Certifikovana metodika ¢. 75/2016

VySetreni citlivosti/rezistence bakterialnich patogenu psi a kocek
k antimikrobidlnim latkam stanovenim minimalnich inhibi¢nich

koncentraci

Autofi:

MVDr. Katefina Nedbalcova, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho I1ékafstvi, v.v.i.,
Hudcova 296/70, Brno

MVDr. Monika Zouharova, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékatstvi, v.v.i., Hudcova
296/70, Brno

Mgr. Lucie Pokludova, Ph.D., Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparat a 1¢iv,
Hudcova 232/56a, Brno

MVDr. Jiii Bures, Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparatti a 1é¢iv, Hudcova
232/56a, Brno

MVDr. Tomas Krejéi, LabMediaServis, s.r.0., Vitézna 92, 544 01 Huntifov

prof. MVDr. Alfred Hera, CSc., Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 1é¢iv,
Hudcova 232/56a, Brno

Osvédceni o uplatnéné certifikované metodice ¢. SVS/2017/001251-G
CERTIFIKOVANA METODIKA ze dne 4. 1. 2017
Vydala: Stamni veterindrni sprava, Slezska 7/100, 120 56 Praha 2

Certifikovana metodika byla vypracovana v ramci projektu Ministerstva zemédélstvi
CR NAZV KUS, ¢&islo grantu QJ 1210119 a projektu Ministerstva $kolstvi, mladeZe a
télovychovy CR LO1218. Vysledky projektu LO1218 byly ziskany za finanéni podpory
MSMT v ramci programu NPU L.

ISBN 978-80-86895-88-8



D Cil metodiky

Cilem vypracovani certifikované metodiky je zavedeni standardni metodiky stanoveni
kvantitativni urovné citlivosti mikroorganismti k antimikrobidlnim latkdm stanovenim
minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) do Siroké veterindrni laboratorni praxe, kde
nejsou zcela zharmonizovany metody stanoveni a interpretace vysledkd citlivosti pro
spektrum veterinarné vyznamnych patogentl. Ve veterinarnich laboratofich je v souc¢asné dob¢
pouzivana jednoduchd kvalitativni diskové difizni metoda, ktera neni v nékterych piipadech
dostate¢né citliva a u nékterych patogenil se jeji vyuziti ke stanoveni citlivosti/rezistence
k antimikrobidlnim latkdm doslova nedoporucuje. Pro zavedeni metody stanoveni MIC
antimikrobialnich latek do praxe ve veterinarnich laboratofich nejsou v soucasnosti pro tyto
laboratofe cenové dostupné sety ke stanoveni MIC s veterinarnimi antimikrobialnimi latkami

nebo je jejich cena vzhledem k nakupu v zahrani¢i velmi vysoka.

Pro splnéni cile metodiky byly vyvinuty a nasledné jsou vyrabény sety pro stanoveni MIC u
bakterialnich ptvodcti onemocnéni psi a kocek, které mohou vyrazné zvysit Uroven
veterinarni ~ diagnostiky ~ bakteridlnich  rezistenci u  terapeuticky = pouzivanych
antimikrobik. Udaje o stavu a vyvoji rezistence bakterialnich pavodct infekci jsou nezbytné
pro predikei uc¢innosti antimikrobidlnich latek v ivodni antibiotické 1é¢bé a v urceni pozice
jednotlivych latek jako 1éki volby a 1ékl alternativnich v terapii infekci. Jsou proto
rozhodujicim podkladem pro vytvafeni objektivnich a na farmaceutickém pramyslu
nezavislych doporucenych postupii pro antibiotickou 1écbu. Diagnostika citlivosti/rezistence

bakterialnich ptivodcli onemocnéni psit a kocek je navic dalezitd 1 z toho pohledu, ze se



pivodci onemocnéni mohou snadno pfimym kontaktem pienasSet z ,,domacich mazlicki* na
majitele a naopak a nebezpecné rezistentni bakterie se tak mohou $ifit i v lidské populaci.

1)) Vlastni popis metodiky

Predkladand metodika predstavuje komplexni postup pro stanoveni citlivosti/rezistenci
bakterialnich patogent pst a kocek od odbéru vzorki k bakteriologickému vySetfeni az po
interpretaci vysledki. Stanoveni MIC antimikrobidlnich latek k bakteridlnim patogentim bude
ve veterinarni oblasti vyraznym piinosem zejména zavedenim zlatého standardu, tj.
mikrodiluéni metody pro testovani a hodnoceni citlivosti u veterinarnich patogend predevsim
z divodu ziskani vyssi urovné dosazenych vysledka, které bude mozné pouzit k vyhodnoceni

Sifeni rezistenci v bakterialnich populacich.

Hodnoty MIC jednotlivych antimikrobidlnich latek bakterialnich izolatd budou stanovovany
zcela v souladu se standardizovanymi metodikami Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012a,b; 2013a,b), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2014) a Comité de 1’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CA-SFM, 2014) pomoci origindlnich setl se specidlnim vybérem testovanych
antimikrobialnich latek, ktery umozZnuje testovani rezistenci predev§im veterinarnich
antimikrobik uZivanych k 16¢b&é nemoci psti a kodek a jejichz 1ékové formy jsou v CR
registrovany. Na mikrotitracni desticce s 96 jamkami - 12 sloupcti (1-12) a 8 fadkt (A-H) jsou
ve sloupcich dvojkové fedici fady dvandcti navrZzenych antimikrobidlnich latek, u jedendacti
antimikrobialnich latek (sloupce 1-11) je na desticce 8 tedéni (fadky A-H) a u jedné
antimikrobialni latky (sloupec 12) je 7 fedéni (fadky B-H) a v fadku A je jamka s médiem bez
antimikrobialni latky slouZici jako pozitivni kontrola rlstu testovanych bakterii. Pocate¢ni

koncentrace jednotlivych antimikrobialnich latek na desticce jsou rozdilné a jsou voleny tak,



aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi breakpointt citlivosti/rezistence
podle zdvaznych mezinarodnich metodik CLSI, EUCAST a CA-SFM a rozmezi hodnot MIC

bakterialnich kmenti povinné testovanych v ramci kontroly kvality (Tab. 1).

Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobidlnich latek u bakterialnich patogenti psti a ko¢ek

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR|COL | CPD | CLI | NF | COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 | 256 | 32 | 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 | 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2
0,25 1025] 05 |1 025]025] 05 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,12510,125] 0.25 |0,125/0,125| 0,25 | 0,25 | 0,125 2 0.25 8 0,5

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce mg/l; koncentrace pro amoxicilin/kyselina klavulanova odpovida
koncentraci amoxicilinu; koncentrace pro trimethoprim/sulfamethoxazol odpovida koncentraci trimethoprimu

AMP ampicilin

AMC amoxicilin/klavuanova kyselina
TET tetracyklin

ENR enrofloxacin

MAR marbofloxacin

COL kolistin

CPD cefpodoxim

CLI klindamycin

NF nitrofurantoin

CcoT trimethoprim/sulfamethoxazol 1:19
SUL sulfamethoxazol

GEN gentamicin

PKR pozitivni kontrola rtstu

Sety budou vyrabény ve dvou modifikacich, které se budou lisit ve sloZzeni zivného média, v

némz budou fedény antimikrobidlni latky:

1. Set ke stanoveni MIC k antimikrobialnim latkim u rustové nenaroc¢nych bakterii —

CAMHB (Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth)



2. Set ke stanoveni MIC k antimikrobialnim litkim u ristové naroénych bakterii —
CAMHSB s 5 % lyzované konské krve

Sety se skladuji zamrazené pii teplot¢ — 80 °C. Po rozmrazeni a temperovani setu na

kultivacni teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi

opctovn¢ zamrazit (riziko degradace antimikrobialnich latek). Pti skladovani set v -80 °C je

exspirace 6 mésict ode dne vyroby.

Kontrola kvality setti do doby exspirace je na pracovisti vyrobce setli sledovana pravidelnym
tydennim testovanim kontrolnich kment, které jsou ptesné definovany a jejich hodnoty MIC
k antimikrobidlnim latkdm jsou uvedeny v laboratornich standardech CLSI, EUCAST a CA-
SFM. Stanovené hodnoty MIC jednotlivych antimikrobik musi byt v rozmezi definovanych

hodnot MIC referenénich kmenu dle CLSI, EUCAST a CA-SFM.

Pro set ke stanoveni MIC k antimikrobidlnim latkdm u gramnegativnich bakterii se jako
referenéni kmen pouzije Escherichia coli — ATCC 25 922 (Tab. 2) a u rstoveé nenaro¢nych
grampozitivnich bakterii se jako referencni kmen pouzije Staphylococcus aureus — ATCC
29213 (Tab. 3). Pro set ke stanoveni MIC k antimikrobidlnim latkdm u ristové naro¢nych
bakterii s CAMHB +5 % lyzované konské krve se jako referencni kmen pouZije

Streptococcus pneumoniae — ATCC 41619 (Tab. 4).

Stanovené rozmezi hodnot MIC testovanych kontrolnich kmenti (mg/1) je vyznaceno

v tabulkéch (Tab. 2,3,4) Sedou barvou. Pokud u nékterych antimikrobidlnich latek neni pro
néktery z kontrolnich kmeni vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, neni testovani této latky
relevantni pro urcity bakterialni druh (antimikrobialni latka neni u¢inna nebo vhodna pro

1é€bu onemocnéni timto mikroorganismem) nebo nejsou k dispozici dostupnd data.



Tab. 2: Rozmezi MIC u kmene Escherichia coli — ATCC 25 922

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR|COL | CPD | CLI | NF | COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 | 256 | 32 | 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 | 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025] 05 10,250,251 0,5 | 0,5 | 0,25 0.5 16 1

0,12510,125| 0.25 ]10,125|0,125| 0,25 | 0,25 |0,125| 2 0.25 8 0,5

= = < <

Tab. 3: Rozmezi MIC u kmene Staphylococcus aureus — ATCC 29213

AMP | AMC | TET | ENR [ MAR | COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 |1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025] 05 ]0,251]0,25 | 0,5 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,12510,125| 0.25 10,125]0,125| 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5

< < < < <

Tab. 4: Rozmezi MIC u kmene Streptococcus pneumoniae — ATCC 41619

AMP | AMC | TET | ENR [MAR | COL | CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 |1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 05 1 0,5 | 05 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1 025 | 05 [ 025]025] 0,5 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,12510,125] 0.25 {0,125]0,125] 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5
< < <

< < < < <




I1a) Odbér vzorku k bakteriologickému vySetieni a transport vzorki do laboratore

Misto odbéru vzorki je zvoleno podle klinickych ptiznakii onemocnéni. U respiracnich obtizi
je mozné provést nasalni vytér, pfipadné¢ vytér dutiny ustni a mandli, u enterdlnich
onemocnéni se odebiraji vzorky trusu nebo rektalni vytéry, u onemocnéni mocovych cest
odebereme vzorek moci. V pfipadé dermatitid provedeme stér postizeného mista,
gynekologickych potizi provedeme vaginalni vytér. Vzorky trusu a m moci odebirame do
sterilnich nepropustnych vzorkovnic nebo zkumavek, které¢ po odbéru ulozime do chladiciho
boxu Stéry je vhodné uchovavat pfi teplot¢ 5 — 20 °C v transportnim napt. Amies médiu
z divodu kratkodobého ptezivani bakterii ve vnéj$§im prostiedi. Odebrané vzorky je nutné co

nejrychleji, nejpozdéji vSak do 24 hodin, dopravit do laboratofe k dalSimu zpracovani.

IIb) Laboratorni zpracovani vzorki, izolace a identifikace piivodce onemocnéni

V diagnostické laboratofi se provadi kultivacni vySetfeni z klinickych vzorkil obvyklym
zpusobem na neselektivnim agarovém médiu, napt. krevni agar. Inkubace probiha pfi teploté
34 °C - 37 °C po 18 h — 24 h (doba inkubace muze byt podle potieby prodlouzena). Nasledna
izolace puvodce z primokultivaci se provadi podle druhli bakterii, které jsou podle
ptedpokladu plivodci onemocnéni, na selektivnich 1 neselektivnich agarovych médiich. Vzdy
je nutnd presnd identifikace druhu plivodce onemocnéni (provadénd pomoci MALDI TOF,
biochemickymi, molekularn€¢ diagnostickymi a jinymi povinnymi nebo doporu¢ovanymi

testy), protoze provedeni stanoveni MIC antimikrobidlnich latek a interpretace vysledkl



vySetfeni, zda se jednd o izolat citlivy nebo rezistentni k dané antimikrobidlni latce, izce

souvisi s vySetfovanym bakterialnim druhem.

Ilc) Stanoveni minimalni inhibi¢nich koncentraci antimikrobialnich latek

1.  Veterinarni sety pro stanoveni MIC u riistové nenaroc¢nych patogenu psi a kocek

Stanoveni MIC u rastoveé nenaro¢nych izolatd se provadi na destickach s CAMHB.

1.1. Piiprava inokula

Bakteriologickou klickou se odebere 3 — 5 bakteridlnich kolonii kultivovanych na
neselektivnim agarovém médiu (inkubovanych pfi teploté 34 °C - 37 °C po dobu 18 h— 24 h
(pokud neni poZzadovan delsi ¢as inkubace) do sterilniho bujonu nebo fyziologického roztoku.
Denzita suspenze se bujonem nebo fyziologickym roztokem upravi na zakal 0,5 McFarlanda,
ktery na fotometru (vlnova délka 625 nm, kyveta s optickou drdhou 1 cm) odpovida
absorbanci 0,08 — 0,13 nebo je mozn¢ pouzit jiny vhodny ovéfeny nefelometr nebo denzitu
alternativné vyhodnotit vizudln€¢ podle zakalového standardu McFarland. Bakteridlni
suspenze o denzité 0,5 McFarlanda (odpovida 5 x 108 CFU pro E. coli ATCC 25 922) se déle
nafedi na finalni koncentraci inokula v jamce mikrotitra¢ni desky 5 x 10° CFU.

Priklad postupu:

I ml inokula o denzité¢ 0,5 MCFarlanda se nafedi 9 ml sterilniho fyziologického roztoku
(odpovidd 5 x 10" CFU pro E. coli ATCC 25922), po pieneseni 5 ul takto nafedéného
inokula do jamky mikrotitracni desky s obsahem 100 pl bujonu je dosazena finalni

koncentrace inokula v jamce 5 x 10° CFU.



1.2. Naockovani mikrotitra¢nich desti¢ek

Rozmrazené mikrotitracni desticky se musi naockovat do 15 min. po standardizaci suspenze
inokula. Do kazdé jamky desticky obsahujici 100 pul zfedéné antimikrobialni latky v bujonu se
prida maximalné 5 pl suspenze ziedéného inokula. (Multikanalovou pipetou piesné 5 pl nebo
inokulatorem — jezkem).

Ihned po naockovani se ovéri skutecnd denzita inokula. Z jamky pozitivni kontroly riistu se
odebere 10 pl bakteridlni suspenze, kterda se nasledné¢ zfedi v 10 ml bujonu nebo
fyziologickém roztoku. Z tohoto fedéni se pienese 100 pl kultury na vhodnou agarovou ptdu,
ktera se inkubuje pfes noc. ZkouSka se povazuje za vyhovujici, pokud na agarové pudé
vyroste 20 — 80 kolonii.

Ov¢éteni bakteridlni Cistoty: Z jamky bez antimikrobialni latky (pozice 12A na desticce) se
odebere 100 pl, které se kultivuji na neselektivnim agarovém médiu pii 34 — 37 °C po dobu
18 — 24 hodin.

Pted inkubaci se mikrotitracni desticky uzaviou tésnicim vickem nebo lepici folii.

1.3. Inkubace mikrotitra¢nich desticek

Naockované destiCky musi byt vlozeny do inkubatoru do 15 minut po inokulaci. Pokud se pro

testovany bakteridlni druh neuvadi jinak, mikrotitraéni destiCky pro ristové nendrocné

mikroorganismy se inkubuji aerobné pfi teploté 34 °C - 37 °C po dobu 18 — 20 hodin.



1.4. Kontrola kvality vysledkii

Kvalita vysledkti se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC
antimikrobialnich latek u referen¢nich kmentl stejnym zpiisobem, jakym je provadéna

kontrola kvality vyrobenych sett (viz bod. II).

1.5. Odecitani vysledki

Vysledky se odecitaji po dosazeni dostate¢ného nariistu mikroorganismu (usazenina nebo

zietelny zékal) a po ovéfeni bakterialni Cistoty a prfislusné koncentrace inokula. Zjisténa

Cv v

viditelny rust testovaného mikroorganismu.
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2.  Veterinarni sety pro stanoveni MIC u rustové naro¢nych patogeni psu a kocek

Stanoveni MIC u riistové naro¢nych izolatl se provadi na destickdich s CAMHB s ptidavkem

lyzované konské krve.

2.1. Priprava inokula

Bakteriologickou klickou se odebere 3 — 5 bakteridlnich kolonii kultivovanych na
neselektivnim agarovém médiu (inkubovanych pii teploté 34 °C - 37 °C po dobu 18 h —24 h
(pokud neni pozadovan delsi ¢as inkubace) do sterilniho bujonu nebo fyziologického roztoku.
Denzita suspenze se bujonem nebo fyziologickym roztokem upravi na zékal 0,5 McFarlanda,
ktery na fotometru (vinovd délka 625 nm, kyveta s optickou drdhou 1 cm) odpovida
absorbanci 0,08 — 0,13 nebo je mozné pouzit jiny vhodny ovétfeny nefelometr nebo denzitu
alternativné vyhodnotit vizudln€¢ podle zakalového standardu McFarland. Bakterialni
suspenze o denzité 0,5 McFarlanda (odpovida 5 x 108 CFU pro E. coli ATCC 25 922) se dale
nafedi na finalni koncentraci inokula v jamce mikrotitra¢ni desky 5 x 10° CFU.

Piiklad postupu:

I ml inokula o denzité¢ 0,5 MCFarlanda se natedi 9 ml sterilniho fyziologického roztoku
(odpovida 5 x 10" CFU pro E. coli ATCC 25 922), po pieneseni 5 ul takto nafedéného
inokula do jamky mikrotitra¢ni desky sobsahem 100 pl bujonu je dosazena findlni

koncentrace inokula v jamce 5 x 10° CFU.

11



2.2. Naockovani mikrotitra¢nich desti¢ek

Rozmrazené mikrotitracni desticky se musi naockovat do 15 min. po standardizaci suspenze
inokula. Do kazdé jamky desticky obsahujici 100 pl zfedéné antimikrobidlni latky v bujonu se
pridd maximaln€ 5 pl suspenze ziedéného inokula. (Multikanalovou pipetou piesné 5 pl nebo
inokulatorem — jezkem).

Ihned po naockovani se ovéri skutecnd denzita inokula. Z jamky pozitivni kontroly riistu se
odebere 10 pl bakteridlni suspenze, ktera se nasledné zifedi v 10 ml bujonu nebo
fyziologickém roztoku. Z tohoto fedéni se prenese 100 pl kultury na vhodnou agarovou pudu,
ktera se inkubuje pfes noc. ZkouSka se povazuje za vyhovujici, pokud na agarové pude
vyroste 20 — 80 kolonii.

Ovéfeni bakteridlni Cistoty: Z jamky bez antimikrobidlni latky (pozice 12A na desti¢ce) se
odebere 100 pl, které se kultivuji na neselektivnim agarovém médiu pii 34 — 37 °C po dobu
18 — 24 hodin.

Pted inkubaci se mikrotitracni desticky uzaviou tésnicim vickem nebo lepici folii.

2.3. Inkubace mikrotitra¢nich desti¢ek

Naockované destiCky musi byt vlozeny do inkubatoru do 15 minut po inokulaci. Mikrotitra¢ni

desticky se inkubuji v teploté 35 °C po dobu 18 — 24 hodin, pokud neni pro urcity bakterialni

druh stanoveno jinak.

24. Kontrola kvality vysledku

12



Kvalita vysledkl se kontroluje paraleln¢ s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC
antimikrobialnich latek u referencnich kmentl stejnym zpiisobem, jakym je provadéna

kontrola kvality vyrobenych setii (viz bod. II).

2.5. Odecitani vysledki

Vysledky se odecitaji po dosazeni dostate¢ného nartistu mikroorganismu (usazenina nebo

zietelny zékal) a po ovéfeni bakteridlni Cistoty a prfislusné koncentrace inokula. Zjisténa

Cv v

viditelny rust testovaného mikroorganismu.
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I1d) Interpretace vysledkii

Interpretace vysledki do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii
antimikrobialnich latek. VySetfovany kmen bakterie Ize kategorizovat za predpokladu, ze
ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému. Breakpointy
rozdéluji izolaty na citlivé (s MIC v hodnotach oznacenych zelen¢), stfedné citlivé (s MIC
v hodnotéach oznac¢enych modre) a rezistentni (Tab. 5, 6, 7 a 8). U antimikrobik, kde nejsou

koncentrace barevné rozdéleny, nejsou breakpointy pro uréité skupiny patogenti definovany.

Tab. 5: Breakpointy antimikrobialnich latek pro gramnegativni bakterie

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 |1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2
0,25 1025] 05 [025]025] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,125]10,125| 0.25 10,125|0,125| 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5

Tab. 6: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Staphylococcus spp.

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 11024 | PKR
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8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2
0,25 1025] 05 [025]025] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1
0,125]10,125| 0.25 ]0,125|0,125| 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5

Tab. 7: Breakpointy antimikrobidlnich latek pro beta-hemolytické streptokoky

AMP* | AMC | TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 | 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 0,5 1 0,51 05 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025 05 |]0,25]0,25] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,125 10,125] 0.25 10,125/0,125] 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5

Tab. 8: Breakpointy antimikrobidlnich latek pro viridujici streptokoky

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 |1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 05 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025 ] 05 [ 025]025] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,125]10,125| 0.25 10,125|0,125| 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5
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111. Srovnani ..novosti postupu‘

Set ke stanoveni MIC bakteridlnich izolati ze psi a kocek obsahuje specidlné vybrané
testované antimikrobialni latky a umoznuje testovani citlivosti/rezistence bakterialnich izolatd
k veterinarné specifickym antimikrobidlnim latkdm, které jsou uzivany k 1é€b€ infekcnich
onemocnéni psii a kocek a jejichZ 1ékové formy jsou v CR registrovany. V sou¢asné dobg je
k testovani rezistenci téchto specifickych veterinarnich antimikrobik mozné vyuzit pouze
omezenou nabidku setl zahrani¢ni vyroby, které vétSinou vzhledem k zastoupeni
antimikrobik ne zcela odpovidaji potfebam testovani v Ceské republice. Vyvoj a vyroba
nového setu ke stanoveni rezistenci bakterialnich patogenii psii a koc¢ek reaguje na aktualni
potfebu veterinarnich diagnostickych laboratoii a nabizi feSeni problému, které muze
zahrani¢nim vyrobkiim konkurovat kvalitou provedeni, originalitou a piedevsim cenovou

dostupnosti.

Metody vySetfeni citlivosti/rezistence patogent k antimikrobialnim latkdm a v neposledni
fad¢ také interpretace zjiSténych vysledkli nejsou v soucasné dob¢ jednotné a neposkytuji
proto relevantni vysledky pro klinickou veterinarni praxi. V pfedkladané metodice je
navrzeno komplexni harmonizované feSeni metod vzorkovani, vySetfeni a interpretace
vysledki rezistence/citlivosti bakteridlnich patogenti psii a koCek s vyznamem pro humanni i

veterinarni oblast. Realizaci téchto metod bude dosazena potifebna uroven vysledki ke
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sledovani a vyhodnoceni Sifeni rezistenci k antimikrobidlnim latkam v bakteridlnich

populacich.

1V. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena pro veterinarni diagnostické laboratofe - certifikovand veterinarni
antibiotickd stfediska, veterindrni nebo vyzkumné laboratofe, Statni veterinarni Ustavy a
soukromé veterinarni laboratofe. Je mozné jeji uplatnéni v systému celondrodniho
monitoringu citlivosti/rezistence vybranych veterinarnich patogeni k antimikrobidlnim
latkdim vyhodnoceného na zdklad€ harmonizovanych standardnich postupt. V kone¢ném
dasledku se uplatnéni metodiky projevi ve zkvalitnéni terapie infek¢nich bakteridlnich

onemocnéni pstl a kocek vhodnou volbou 1éciv.
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V. Ekonomické aspekty

Naklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice jsou minimalni (0 — 5 tis. K¢), protoze
jejich provedeni nevyzaduje zadné specialni pfistrojové vybaveni bakteriologické laboratote,

je mozné s vyuzitim béznych piistroji a pomiicek (termostat, pipety) a spotiebniho materialu.

Ekonomicky piinos pro laboratofe bude predstavovat zisk z provedenych vySetfeni. Za

predpokladu vySeteni v jedné laboratoti cca 500 vzorkl ro¢né pii cené za jedno vySetfeni

kolem 500,- K¢, by se zisk 20 % z trzeb mohl pohybovat kolem 50 tis. pro jednu laboratof.

V kone¢ném disledku budou uzivatelé vysledkii vySetieni majitelé psti nebo kocek, kterym se

snizi zlepSenim diagnostiky ekonomické naklady na 1écbu a prevenci onemocnéni.
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