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PREDMLUVA

Na zakladé doporucCeni EFSA, bakterie mlécného kvaseni (BMK), které jsou vnaseny
do potravin €i krmiva, by mély byt testovany na citlivost/rezistenci k antimikrobialnim
latkam (EFSA, 2012). Nicméné& v soucéasnosti nejsou v Ceské republice pro
laboratofe zabyvajici se vyuzivanim BMK k dispozici vhodné a cenové dostupné sety
ke stanoveni minimalni inhibicni koncentrace (MIC). Sety, které jsou k dispozici,
zcela neodpovidaji spektrem a pouzitou koncentraci antibakterialnich latek.
Vzhledem k vySe uvedenym skute¢nostem bylo naSim zamérem navrhnout produkt
(mikrotitracni destiCku), ktery bude spliovat podminky pfedpisu EFSA 2012, bude
kompletni, tedy pfipraven i s ristovym médiem. Cilem této metodiky byl podrobny
komplexni postup vyuzivajici nové navrzenou a pfipravenou mikrotitracni destiCku
s vyhovujicim spektrem a rozsahem antibiotik a vhodnym kultivaénim médiem.
Metodicky postup jiz zaCina prekultivaci daného kmene a konci interpretaci dat.

Vybér metodiky byl zvolen dle pozadavkl uvedenych v ISO 10932:2010, ktera definuje
podminky pro stanoveni antimikrobialni rezistence bifidobakterii a bakterii mlééného kvaseni
jinych nez enterokokl, které se pouzivaji v mlééném pramyslu. Metodické postupy pro tyto
bakterie, které jsou uvedené ve standardech CLSI nebo jiné postupy testovani antibiotické
rezistence, nelze pouzit. Divodem je provazanost standardu ISO 10932:2010 a hodnoceni
dle doporuceni EFSA (2012). Na zakladé dostupnych publikaci bylo zjisténo, ze pouziti
riznych metodickych postupd (napf. pouzité médium) ma vliv na vysledek hodnoty MIC

(Klare a kol., 2005; Mayrhofer a kol., 2014).



I) CiL METODIKY

Cilem metodiky je podrobny a komplexni pracovni postup a hodnoceni citlivosti bakterii
mlécného kvaseni k antimikrobialnim latkdm pomoci stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci. Pro splnéni cile metodiky byly navrzeny a nasledné otestovany sety pro

stanoveni MIC u BMK.

I) VLASTNi POPIS METODIKY

Predkladana metodika pfedstavuje komplexni postup pro stanoveni citlivosti/rezistenci BMK
a dalSich bakterialnich rodd pouzivanych pfi vyrobé fermentovanych vyrobkud, véetné
interpretace vysledkd. Metodika zahrnuje pfipravu kultur pro testovani, pfipravu inokula,
optimalizaci rustovych podminek BMK v mikrotitraéni desti¢ce, vcetné vybéru vhodnych
médii, vybér panelu antimikrobialnich latek srozmezim testovanych koncentraci dané

antimikrobialni latky, zavedeni metody hodnoceni a interpretaci dat.

Postup pfipravy destiCek vCetné vybéru antibiotik metodicky vychazel z mezinarodnich
metodik Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013), I1ISO 10932:2010 a z

doporuceni EFSA (2012).

Metodika je vhodna pro testovani zejména nasledujicich BMK a pfipadné dalSich bakterii rodu

Bifidobacterium, Propionibacterium, Bacillus:

1) Lactobacillus spp. (obligatné homofermentativni  zahrnujici L. helveticus,
L. delbrueckii; obligatné heterofermentativni zahrnujici L. fermentum; L. rhamnosus;

L. acidophillus group; L. plantarum/pentosus; L. casei/paracasei, L. reuteri)



2) Bifidobacterium spp.

3) Lactococcus lactis

4) Streptococcus thermophilus

5) Propionibacterium spp.

6) Bacillus spp.

7) Pediococcus spp. a Leuconostoc spp.

8) Enterococcus faecium

1. Navrzené mikrotitraéni desti¢ky ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek

Ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u BMK v mikrotitraCnich desti¢kach byly navrzeny
dva sety, které se liSi zvolenym kultivacnim médiem. Vybér ATB a rozmezi jejich koncentraci

je v obou desti¢kach shodné.

Sety musi byt skladovany zamrazené pfi teploté (-) 80°C. Po rozmrazeni a temperovani setu
na kultivacni teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1 h. Rozmrazené sety se nesmi
opétovné zamrazit (riziko degradace antimikrobialnich latek). Pfi skladovani setl v (-) 80 °C

je exspirace 6 mésicu ode dne vyroby.

Pfi testovani MIC antimikrobialnich latek musi byt vzdy pouzity vhodné referenéni kmeny

s definovanym rozmezim hodnot MIC.

1.1. Kultivaéni média

1.1.1. IST+L: IST médium s pfidavkem laktosy (ISO —Sensitest broth s 10,0 g laktosy na litr

média) - koky



1.1.2. LSM+C: LSM médium s pfidavkem cysteinu (90% ISO —Sensitest broth + 10% MRS

broth s pfidavkem cysteinu; cystein 0,3 g na litr média) — ostatni BMK

1.2. Schéma mikrotitraéni desti¢ky

Zvolena antibiotika a jejich rozmezi (ug/ml) je uvedeno v Priloze €. 1.

2. Podminky kultivace a limity ristu referenénich kmenu

Pfi kazdém testovani antibiotické rezistence je nutné zaroven testovat referenéni kmeny.
Podminky kultivace jsou uvedeny v Tabulce 1. Limity rdstu pro referenéni kmeny jsou

uvedeny v Priloze €. 2.

Tabulka 1: Podminky kultivace referenénich kmenl

Teplota | Atmosféra AJAN | popa Médium
Referenéni kmen .
inkubace agar/broth
Lactococcus lactis subsp. lactis
30 °C aerobni 20-24 h M17+L/ IST+L
LMG 6890/ATCC 194358
Lbc. paracasei subsp. paracasei
30 °C aerobni 20-24 h MRS+C/ LSM+C
LMG 12586/ATCC 334
Lbc. plantarum subsp.plantarum
30 °C aerobni 20-24 h MRS+C/ LSM+C
LMG 6907/ATCC 14917
Bifidobacterium longum subsp.
24-28 h
longum 37°C anaerobni* MRS+C/ LSM+C
max. 32 h
LMG 13197/ATCC 15707

M17+L: M17 agar + laktosa (pH 6,9 £0,2)

IST+L: ISO —Sensitest broth s 10,0 g laktosy na litr média

MRS+C: MRS (ISO) agar + L-cystein (pH 5,710,1)

LSM+C: 90% ISO —Sensitest broth + 10% MRS broth s pfidavkem cysteinu; cystein 0,3 g na litr média
*80 % N2, 10 % H2, 10 % C0O2,< 0,2 % O




3. Kultivace, priprava, nanaseni inokula na mikrotitraéni destiCku a kontrola poctu

bunék v jamce mikrotitracni desticky

3.1. Pre-kultivace testovanych kmenu
Kmeny kultivujeme na nasledujicich pevnych médiich:

a) MRS (ISO) agaru (OXOID CM 1153) + L-cystein (pH 5,7+0,1)
MRS pfipravime dle navodu, po autoklavovani 121 °C/15 min, ochladit na 44 °C, pfidat
1,0 ml ZR L-cysteinu do 100 ml a rozlit na Petriho misky. Zasobni roztok L-cysteinu (ZR:
0,3 g L-cystein /10 ml H2O, sterilizace filtraci pfes 0,2 ym filtr). Toto médium (MRS+C) je
vhodné predev§im pro kultivaci Lactobacillus spp., Bacillus spp., |ze i Bifidobacterium
spp. (pozn*).

b) M17 agaru (OXOID CM0785) + laktosa (pH 6,9 +0,2)
M17 agar pfipravime dle navodu (48,25 g agar M17 + 950 ml deionizovana voda), po
sterilizaci 121 °C/15 min a ochlazeni na 50 °C pfidat 50 ml sterilniho roztoku 10%
laktosy a rozlit na Petriho misky. Zasobni roztok 10% laktosy (10 g laktosy p.a. do
100 ml deionizovane vody, sterilizace filtraci pfes 0,2 um filtr, nebo autoklav 105 °C/10
min.) Toto médium (M17+L) je vhodné predevSim pro Lactococcus spp., Streptococcus

spp. a Propionbacterium spp. a dal8i koky BMK.

*pozn: Bifidobakteria Ize také kultivovat na M1396-HIMEDIA, nebo I[épe na BK 090HA-

BIOKAR clostridial agar



Tabulka 2: Rustové podminky pre-kultivace testovanych kmenu

Druh Medium (agar) Teplota Atmosféra Doba inkubace
Bifidobacterium spp. MRS+C 37°C anaerobni* 24-48 h
Lactobacillus brevis | MRS+C 30°C anaerobni/ nebo 20-24 h /max 36 h

aerobni
Lactobacillus MRS+C 30°C anaeropnl / nebo 20-24 h
plantarum/pentosus aerobni
Lactobacillus sakei MRS+C 30°C anaerobni / nebo 20-24 h

aerobni
Lactobacillus MRS+C 37°C anaerobni 24-48 h
delbrueckii skupina
Lactobacillus spp. MRS+C 37°C/ anaerobni / nebo 20-24 h/ max 36 h
ostatni pFipadné 30 °C aerobni
Lactococcus lactis M17+L 30°C/ anaegopnl / nebo 20-24 h

pFipadné 32 °C aerobni
Streplococls MA7+L 37°C/ anaerobnf/ nebo 24-36 h /max 48 h
ermopnilius pfipadné aZ 42 °C vyjimecne aerobni

Propionbacterium spp. | MRS+C 30°C anaerobni 36-48 h

M17+L: M17 agar + laktosa (pH 6,9 £0,2)

MRS+C: MRS (ISO) agar + L-cystein (pH 5,710,1)
*80 % N2, 10 % H2, 10 % C02,< 0,2 % O

Podminky kultivace (Cas, teplota, atmosféra), které vyhovuji pro jednotlivé kmeny pfi této
pre-kultivaci, se musi dodrzet i pfi testaci ATB rezistence v mikrotitracnich desti¢kach. Tzn.
kmeny vykultivované na MRS+L se testuji v mikrotitracni desti¢ce s LSM+C médiem. Kmeny
vykultivované na M17 agaru s laktosou se testuji v mikrotitracni destiCce s IST+L.
V Tabulce 2 jsou uvedeny optimalni podminky (teplota a atmosféra) pro jednotlivé druhy.
Pokud testované kmeny nevyrostou za téchto uvedenych podminek do 24 h maximalné do
48 h, bude potieba tyto podminky zoptimalizovat. Pokud by néktery kmen nerostl za
anaerobnich nebo aerobnich podminek, je vhodné otestovat i rlast v prostredi

mikroaerofilnim (79,3 % N2, 6,4 % H2, 6,4 % CO2, 7,5 % O3).

Pozor: Je nutné, aby kultivaéni podminky byly nastaveny tak, aby kultivace probéhla

béhem 24 h maximalné 48 h.



3.2 Vlastni priprava inokula

Bakteriologickou klickou odebrana kultura z Petriho misky do sterilniho roztoku 0,85% NaCl
se promicha pfevalovanim, suspenze se nesmi provzdu$nit. Takto pfipravena bakterialni

suspenze by méla odpovidat hodnotam:

Suspenze bunék OD A 625 nm: 0,16-0,20 — této optické denzité odpovidaji nasledujici

hodnoty McFarland:

a) Lactococcus spp., Streptococcus spp. a dalsi koky - doporu€ujeme zakal 1,5 °McFarland
b) Lactobacillus spp., a ostatni BMK - doporu€ujeme zakal 1,2-1,3 °McFarland

c) Enterococcus spp. doporucujeme zakal 0,7 °“McFarland

Pfipravi se suspenze bunék o vy$e uvedené denzité tzn. kolem 3 az 5 x108 CFU/mI (pocet
kolonie tvoficich bunék v jednom mililitru) ve 2 ml 0,85% NaCl (vySe uvedené hodnoty
umozniuji dosahnout kone¢nou koncentraci inokula v jamce s ATB cca 3 az 5 x 10° CFU/ml).

Nasleduje pfenos 1 ml suspenze bunék (pfipravené dle 2.2) do 9 ml 0,85% NacCl.

3.3. Inokulace mikrotitra¢nich destic¢ek

Vybér typu mikrotitracni desticky viz bod 3.1. Mikrotitracni desticky pfed inokulaci rozmrazit
pfi pokojové teploté bud v exikatoru (musi byt pooteviené a nesmi lezet na sobég), Iépe
oteviené v laminarnim boxu. Nesmi dojit ke kondenzaci. Desti¢ky se inokuluji pokud mozno
do 1 h po rozmrazeni a do 20 min od pfipravy inokula. Nanas$i se 5 ul suspenze (pfipravené
v Petriho misce dle 3.2) multikanalovou pipetou do vSech jamek s ATB a do 2 jamek
ur€enych jako pozitivni kontrola (PK; pozice G/9; F/9; viz PFiloha 1.) Do jamky pozice H/9 se
nenanasi nic, tato jamka slouzi jako negativni kontrola (NK). Pfed nanesenim do desti¢ky se

promicha suspenze v Petriho misce velice Setrné Spickami, roztok se nesmi provzdusnit.

Pozor: Nesmi se nanést vice nez 5 pl, zménila by se koncentrace daného antibiotika a

pfi praci s inokulem nesmi dojit k provzdusnéni.



3.4. Kontrola denzity inokula

Po naneseni inokula do jamek mikrotitracni destiCky se provede zpétna kontrola CFU/ml: z
jamky PK — 9/G se odebere 50 pl.

l. Fedéni:

A) 100 x fedéna PK (tzn. 10 CFU/ml) = 50 ul PK + 4,95 ml 0,85% NaCl, z fedéni A se opét
odebere 50 pl

Il. Fedéni

B) 100 x fed&né A (tzn. 10' CFU/ml) = 50 I (Fedéni A) + 4,95 ml 0,85% NaCl.

Z fedéni B se odebere 3 x 330 pl, nanese a rozetfe hokejkou na Petriho misku s agarovou
pudou stejného slozeni, jaka byla pouZzita k namnozeni kmene pro test. Kultivuje se za
stejnych podminek jako mikrotitracni desticka. Test se povaZuje za vyhovujici, pokud odecet

ukaze hodnoty v rozsahu + 1 log od hodnoty oCekavané (viz 3.2)

4. Inkubace mikrotitracnich desticek, odecet hodnot MIC, kontrola PK a NK

4.1 Inkubace

Po inokulaci se destiCky zakryji vickem a poté jsou inkubovany za anaerobnich nebo
aerobnich (pfipadné za mikroaerofilnich) podminek v termostatu pfi 30 °C, pfipadné 37 °C

po dobu 24 h, max. 48 h viz 3.1.

V pfipadé anaerobni kultivace se desticky pfed inkubaci vloZi do anaerobniho sacku, zatavi
se v definované atmosféfe (80 % N2, 10 % H2, 10 % CO2) za pouziti pfistroje LAS-D1
(TRIOS s.r.0.). V pfipadé mikroaerofilnich podminek se zatavi v atmosféfe (79, 3% N2, 6,4 %

H2, 6,4 % CO2, 7,5 % O2). Lze téZ pouzit anaerostaty s vyvijeCem vhodného plynu.



4.2 Odecet MIC

Odecet MIC se provadi vzdy poprvé po 24 h. V prvé fadé se zkontroluje rast v jamkach s PK
— nutny vizualni rozdil oproti jamce s NK. Pokud je rozdil viditelny a jamka s NK nevykazuje
znamky kontaminace (napf. zakal), Ize pfistoupit k hodnoceni. Pokud rozdil neni viditelny,
pokraCuje se v inkubaci dalSich 12 h, pfipadné 24 h. Minimalni inhibiéni koncentrace
Odecet Ize provést nékolika zpusoby, nicméné vizualni hodnoceni na zakladé pouziti

indikatoru se jevi jako nejsnadnéjsi zpusob odectu vysledku.

Mozné zplsoby odecitani:

1) Vizudlné - rast bakterii se projevuje zakalem obsahu jamky nebo sedimentem na dné
jamky. MIC je hodnota nejniz§i koncentrace, ve které neni pozorovan zadny rist nebo je rlst

shizen o 80 %.

2) Vizualné - zména pH pomoci indikatoru* - rlst se projevuje zménou pH.

zmeéneé barvy indikatoru a jamka zUstava zabarvena Cervené — stejné jako jamka NK. Rust je
indikovan Zlutym zbarvenim, stejné jako u jamky PK. Jako indikator je pouzit roztok

chlorfenolové Cervené (Chlorphenolrot p.a., kat.€. 0347.1 Roth**).

* Aplikace indikatoru: Pro snadnéjsi odecitani se do kazdé jamky napipetuje 5-10 ul roztoku

indikatoru. Odecitame ihned, max do 1 min po zbarveni.
**Pfiprava chlorfenol ¢ervené: 1 g chlorfenol ¢ervené + 1 1 20% ethylalkoholu.

3) Reader — méfi se rust pfi vinové délce 620 nm, nejméné dobry odecet, rusi bubliny a

vypadlé krystalky cysteinu, nutné pfekontrolovat vizualné.
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5. Interpretace vysledku

Hodnoty MIC (pg/ml) pro jednotliva antibiotika u testovanych kmenu se zaznamenaji do
Tabulky v Pfiloze 1. Zaroven se zjisténa MIC pro referenéni kmeny porovna s kritérii pro
pouzity referencni kmen dle 1ISO10932-IDF223 viz Pfiloha €. 2, kde jsou uvedeny limity rdstu
referenénich kmen(. Poté se vysledna MIC antimikrobidlni latky u testovanych kmen
porovna s kritérii pro dany druh viz Pfiloha €. 3, kde jsou uvedeny cut-off (ug/ml) pro

jednotliva antibiotika (pfevzato z EFSA JOURNAL 2012;10(6):2740).

a) Kmen je definovany jako citlivy (S), pokud je inhibovany koncentraci antibiotika
niz8i nebo rovno cut-off (S = MIC < cut-of).

b) Kmen je definovany jako rezistentni (R), pokud je inhibovany koncentraci
antibiotika vy$Si nez je stanovené cut-off (R = MIC > cut-of).

c) V pfipadé zjisténé fenotypové rezistence, je nutné u daného kmene doSetfit

geneticky zaklad této rezistence.

6. Kontrola kvality

Postup navrzeny v této certifikované metodice, zaroven s navrzenymi mikrotitracnimi
destiCkami, byl testovan jak na referencnich kmenech, tak na kmenech pochazejicich ze
sbirky mlékarenskych mikroorganismud Laktoflora®. Dlouhodobym testovanim kmen( byla
potvrzena udrznost desticek na 6 mésicu v (-) 80 °C. Metodika byla otestovana na kmenech

uvedenych v Pfiloze ¢&. 4.
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6.1. Kontrola sterility mikrotitraénich desti¢ek

Kontrola sterility mikrotitracnich desticek je zaru€ena vyrobcem. Kontrolu Ize provést
inkubaci nenaoCkovanych desti¢ek v termostatu pfi 37 °C (pfipadné 30°C) pfi aerobnich a
anaerobnich podminkach po dobu 48 h. Kontaminace desti€ek se projevi zakalenim média
pfipadné sedimentem v jamce. V tomto pfipadé nelze danou sérii k testovani pouzit a je

nutné upozornit vyrobce.

6.2. Kontrola rastu vySetirovaného kmene (pozitivni kontrola)

PFi odecitani se hodnoti rist v jamce, ktera byla zaoCkovana testovanym kmenem, ale ktera

neobsahuje zadné antimikrobialni latky (pozice PK F/9,G/9).

6.3. Kontrola kontaminace béhem inokulace desti¢ek (negativni kontrola)

PFi odecitani se hodnoti negativni rast v jamce, jenz obsahuje pouze kultivaéni médium bez

antibiotik, a do které nebylo inokulum zao€kovano (pozice NK H/9).

6.4. Kontrola kvality vysledku

Kontrola kvality vysledkd se provadi paralelné vySetfenim hodnot MIC referenénich kmenda.
Vysledné hodnoty MIC musi odpovidat rozmezi hodnot MIC uvedenych pro dané referenéni

kmeny (Tabulka v Pfiloze €. 2).

Il) SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

V sou€asné dobé je k testovani rezistenci u BMK mozné vyuzZit pouze omezenou nabidku
komercénich setll Ceské a zahraniéni vyroby. AvSak tyto komeréné dodavané desti¢ky uréené
pro stanoveni MIC u BMK jsou neumérné drahé a zcela neodpovidaji spektrem a pouzitou
koncentraci antibakterialnich latek. PfedloZzena metodika stanoveni citlivosti/rezistence k
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antimikrobialnim latkdm u bakterii mlééného kvaSeni a dalSich startovacich kultur
vyuzivanych nejen v mlékafském pramyslu vychazi z 1SO 10932. Vybér a hodnoceni
antibiotické rezistence vychazi z doporu€eni EFSA (2012). V navrzené metodice je uveden
komplexni postup pro stanoveni citlivosti/rezistenci BMK a dalSich bakterialnich rodi pomoci
navrzenych mikrotitraénich desti¢ek véetné interpretace vysledk. Kromé panelu antibiotik
uvadénych v EFSA, byl panel antibiotik navic doplnén o ciprofloxacin. Ciprofloxacin,
antibiotikum ze tfidy chinolon(, které inhibuje replikaci DNA, bylo pfidano z divodu vyskytu
rezistentnich kmenl Lactobacillus spp. v fadé publikaci (Guo a kol., 2017; Shao a kol.,
2015). Pro zjednodusSeni metodiky (ekonomické a Casové divody) byly téz na zakladé
optimalizace vybrana pouze dvé vhodna kultivacni média, ktera zaruCi rlGst vétSiny
sledovanych bakterii do 24 h nebo maximalné do 48 h, coz je kliCové pro spravny odecet

zaloZena na vyuZiti chlorfenolové ¢ervené, ktera usnadni odecitani vysledku.

IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

BMK, které se vyuzivaji pro vyrobu fermentovanych vyrobkd musi byt sledovany na
pfitomnost antimikrobialni rezistence. Proto pfi jakémkoliv zavadéni vyrobku s novou
mlékarskou kulturou je nutné tuto kulturu otestovat téz na pfritomnost rezistence k vybranym
antimikrobialnim agens. Metodika je tudiz urCena jednak pro samotné producenty
mlékarskych kultur, jednak pro dozorové ¢&i kontrolni organy zabyvajici se sledovanim
vyskytu mikrobialni rezistence u milékarskych kultur. Metodika muze byt dale vyuzita
v ostatnich laboratofich nakladajicich s BMK a muze pfispét k prohloubeni studia BMK.
Metodika pfispiva ke komplexnimu a jednotnému postupu stanoveni citlivosti/rezistenci BMK

k antimikrobialnim latkam, véetné snadnéjSiho odecitani a interpretaci vysledk.

13



V) EKONOMICKE ASPEKTY

Za ekonomicky pFinos Ize povazovat zejména moznost nasich vyrobcl mlékarskych a jinych
kultur otestovat si kultury ve vlastni laboratofi pomoci navrzenych setl. Tim se podpofi

konkurenceschopnost ¢eskych vyrobcl kultur i vyrobct mlékarenskych produktu.

Naklady na zavedeni postupl uvedenych v metodice jsou minimalni (0 — 5 tis. K¢), protoze
jejich provedeni nevyzaduje zadné specialni pfistrojové vybaveni. Provedeni je mozné s
vyuzitim pfistroju, pomulcek (termostat, pipety) a spotfebniho materialu bézné pouzivaného
v bakteriologické laboratofi. Nejvy$Si polozkou je nakup nové navrzenych destiCek, jejichz
pFedpokladana cena je 250 Ké&/ks. V soucasné dobé Zadny vyrobce v CR ani zahraniéi
nedodava takto komplexni testovaci set obsahujici v8echna pfedepsana antibiotika
v kultivacnich médiich umoznujicich optimalni rast mlékafskych kultur. K testovani jednoho
bakterialniho kmene by tak bylo nutné pouzit minimalné dva rizné sety a pfipadné doplnit

jednotlivymi E-testy. Cena za testovani jednoho kmene by pak byla minimalné 750 K¢&.

Ekonomicky pfinos pro laboratofe bude predstavovat Usporu nakladid u provedenych
vySetfeni. Napf. za pfedpokladu vysSetfeni v jedné laboratofi cca 100 kmenlU mlékarskych
kultur ro¢né by naklady byly 75 000 KE&. Pouzitim nové navrzené metodiky se naklady snizi

na 25 000 K&, coz pfedstavuje usporu 50 000 K& roCné. Za pét let to €ini usporu 250 000 K¢.
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Priloha ¢€.1: Skladba a koncentrace (ug/ml) antibiotik v mikrotitraéni desti€ce pro

testovani citlivosti k antimikrobialnim latkam

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP STR | TET | ERY CLI VAN CMP | KAN KAN GEN GEN/CIP | CIP
A 16 256 64 8 8 32 32 2050 | 8 512 2 16
B 8 128 32 4 4 16 16 1024 | 4 256 1 8
C 4 64 16 2 2 8 8 512 2 128 0.5 4
D 2 32 8 1 1 4 4 256 1 64 0.25 2
E 1 16 4 0.5 0.5 2 2 128 0.5 32 0.125 1
F 0.5 8 2 0.25 0.25 1 1 64 16 128 0.5
G 0.25 4 1 0.125 | 0.125 | 0.5 0.5 32 8 64 0.25
H 0.1256 | 2 0.5 0.063 | 0.063 | 0.25 0.25 16 4 32 0.125

antibiotika: AMP (ampicilin); STR (streptomycin); TET (tetracyklin); ERY (erytromycin); CLI
(klindamycin); VAN (vankomycin); CMP (chloramfenikol); KAN (kanamycin); GEN (gentamicin); CIP
(ciprofloxacin)

pozn: pro EFM sadu (testace Enterococcus faecium) je vhodné sadu rozsifit o tylosin v rozsahu 2-4-8
ug/ml, a témito koncentracemi nahradit AMP ve sloupci 1, fadku A, B, C.

Pfiloha ¢é. 2: Rozmezi MIC referenénich kmenu dle 1ISO10932-IDF223

Hodnoty upraveny na zakladé vysledkl testovani kmenu zakoupenych v LMG.

Sedé pole v tabulkach znazorfiuji rozmezi MIC pro jednotlivé referenéni kmeny.

Tabulka rozmezi MIC (ug/ml) Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 6890

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP STR | TET | ERY CLI VAN CMP | KAN KAN GEN GEN/CIP CIP
A 16 256 64 8 8 32 32 2050 | 8 512 2 16
B 8 128 32 4 4 16 16 1024 | 4 256 1 8
C 4 64 16 2 2 8 8 512 2 128 0.5 4
D 2 32 8 1 1 4 4 256 1 64 0.25 2
E 1 16 4 0.5 0.5 2 2 128 0.5 32 0.125 1
F 0.5 8 2 0.25 0.25 1 1 64 16 128 0.5
G 0.25 4 1 0.125 | 0.125 | 0.5 0.5 32 8 64 0.25
H 0.125 | 2 0.5 0.063 | 0.063 | 0.25 0.25 16 4 32 0.125
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Tabulka rozmezi MIC (ug/ml) Lactobacillus paracasei LMG 12586

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP STR | TET | ERY CLI VAN CMP KAN KAN GEN GEN/CIP CIP
A 16 256 | 64 |8 8 >32" | 32 2050 | 8 512 | 2 16
B 8 128 32 4 4 16 16 1024 4 256 1 8
c 4 64 |16 |2 2 8 8 512 | 2 128 | 05 4
D 2 32 8 1 1 4 4 256 1 64 0.25 2
E 1 16 | 4 05 |05 |2 2 128 |05 |32 0.125 1
F 05 |8 2 025 | 025 |1 1 64 16 128 05
G 0.25 4 1 0.125 | 0.125 | 0.5 0.5 32 8 64 0.25
H 0125 | 2 05 | 0063 | 0063 | 025 |025 | 16 4 32 0.125
pozn:* VAN v ISO 10932-IDF223 neuvedeno
Tabulka rozmezi MIC (ug/ml) Lactobacillus plantarum LMG 6907
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP STR* TET ERY CLI VAN* CMP KAN* KAN* GEN* GEN*/CIP CIP
A |16 256 | 64 |8 8 >32 32 2050 | 8 512 2 16
B 8 128 32 4 4 16 16 1024 4 256 1 8
C |4 64 16 2 2 8 8 512 2 128 0.5 4
D |2 32 8 1 1 4 4 256 1 64 0.25 2
E 1 16 4 0.5 0.5 2 2 128 0.5 32 0.125 1
F [05 |8 2 025 | 025 |1 1 64 16 128 05
G | 0.25 4 1 0.125 | 0.125 | 0.5 0.5 32 8 64 0.25
H [0125 |2 05 | 0063 | 0.063 | 025 | 025 |16 4 32 0.125

pozn:* STR, KAN, GEN, VAN v ISO 10932-IDF223 neuvedeno

20




Tabulka rozmezi MIC (ug/ml) Bifidobacterium longum LMG 13197

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP STR | TET | ERY CLI VAN CMP | KAN KAN GEN | GEN/CIP CIP
A 16 256 64 8 8 32 32 2050 | 8 512 2 16
B 8 128 32 4 4 16 16 1024 | 4 256 1 8
C 4 64 16 2 2 8 8 512 2 128 0.5 4
D 2 32 8 1 1 4 4 256 1 64 0.25 2
E 1 16 4 0.5 0.5 2 2 128 0.5 32 0.125 1
F 0.5 8 2 0.25 0.25 1 1 64 16 128 0.5
G 0.25 4 1 0.125 | 0.125 | 0.5 0.5 32 8 64 0.25
H 0.1256 | 2 0.5 0.063 | 0.063 | 0.25 0.25 16 4 32 0.125
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Priloha €. 3: Mikrobiologické cut-off hodnoty (ug/ml)

Hodnoty cut-off s vyjimkou hodnot pro ciprofloxacin byly pfevzaty z doporu¢eni EFSA 2012

(Guidance on assessment ofbacterial susceptibility to antimicrobials of human and veterinary

importance).

E f 5 5 &8 = T § § %

> o X &4 w 2 = 5 8-
e e L™ 12 6 % % 1 1 4 4 4
Lactobacillus acidophilus group 1 2 16 64 16 1 1 4 4 4
I&iﬁ:}??:::fl_u E (;:rlga;rinr;)eterofermentativni 2 . 16 32 64 1 1 8 4 4o
Lactobacillus reuteri 2 n.r. 8 64 64 1 1 16 4 4*
Ial’atjcr:)c/)Eacillus fakultativné heterofermentativni 4 nr 16 64 64 1 1 8 4 4
Lactobacillus plantarum/pentosus 2 n.r. 16 64 n.r. 1 2 32 8 4**
Lactobacillus rhamnosus 4 n.r. 16 64 32 1 1 8 4 4*
Lactobacillus casei/paracasei 4 n.r. 32 64 64 1 1 4 4 4**
Bifidobacterium spp. 2 2 64 n.r 128 1 1 8 4
Pediococcus spp. 4 n.r. 16 64 64 1 1 8 4 16
Leuconostoc spp. 2 n.r. 16 16 64 1 1 8 4
Lactococcus lactis 2 4 32 64 32 1 1 4 8
Streptococcus thermophilus 2 4 32 64 64 2 2 4 4
Bacillus spp. n.r. 4 4 8 8 4 4 8 8 1
Propionibacterium spp. 2 4 64 64 64 0.5 0.25 2 2
Ostatni Grampozitivni druhy 1 2 4 16 8 0.5 0.25 2 2
Enterococcus faecium 2 4 32 1024 128 4 4 4 16 4

n.r. — not required (neni vyZadovano)

*zahrnuje i homofermentativni druh L. salivarius

** hodnoty cut - off pro Lactobacillus spp. pro ciprofloxacin pfevzaty EUC (2003), u nékterych
druhl Lactobacillus spp. je primarni (pfirozena) rezistence
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Piiloha é. 4: Testovana kolekce kmenu ze sbirek LMG, CCM a CCD

Kmen Pocet
Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 1877 1
Lactobacillus casei subsp.casei CCM 7089 1
Bifidobacterium longum subsp. longum CCM 7826 1
Lactobacillus plantarum CCM 7039 1
Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 06890 1
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LMG 12586 1
Bifidobacterium longum subsp. longum LMG 13197 1
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum LMG 06907 1
Lactobacillus helveticus 9
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 3
Lactobacillus rhamnosus - Laktoflora® 2
Lactobacillus fermentum - Laktoflora® 1
Lactobacillus plantarum - Laktoflora® 2
Lactobacillus acidophillus - Laktoflora® 1
Lactobacillus rhamnosus - Laktoflora® 3
Lactobacillus animalis - Laktoflora® 1
Lactobacillus paracasei - Laktoflora® 3
Lactobacillus brevis - Laktoflora® 1
Lactobacillus lactis subsp. cremoris - Laktoflora® 1
Bacillus coagulans - Laktoflora® 1
Bifidobacterium animalis - Laktoflora® 2
Streptococcus thermophillus - Laktoflora® 2
Lactococcus lactis - Laktoflora® 3
Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - Laktoflora® 2
Enterococcus faecium - Laktoflora® 1

Celkem testovano: 42 izolatd BMK
Sbirkova kolekce CCM 4, sbirkova kolekce LMG 4 a sbirkova kolekce Laktoflora® 38 izolatd.

CCM: Ceska sbirka mikroorganismii; Brno, CR — Masarykova univerzita, Pfirodovédecka fakulta,
Ustav experimentalni biologie

LMG: LMG/BCCM Belgian Coordinated Collections of Microorganisms; Ghent University, BE.

Laktoflora®: Milcom a.s., Ke Dvoru 12, Praha CR
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