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1) Cil metodiky

Cilem vypracovani certifikované metodiky je zavedeni standardni metodiky stanoveni
kvantitativni trovné citlivosti anaerobnich mikroorganismi k antimikrobialnim latkam
stanovenim minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) do Siroké veterindrni laboratorni
praxe. Ve veterinarnich laboratofich je v soufasné dobé vétSinou rutinné pouZivana
jednoduchd kvalitativni diskova difuzni metoda, kterd neni vhodnd pro stanoveni
citlivosti/rezistence k antimikrobialnim latkdm u anaerobnich mikroorganismu, pro které maji
laboratofe k dispozici pouze finanéné naro¢né komeréni E-testy nebo je mozné MIC stanovit
agarovym difGznim testem, jehoZ rutinni provadéni s vice vzorky najednou neni technicky

veét§inou mozné.

Pro splnéni cile metodiky byly vyvinuty a nésledné jsou vyrabény sety pro stanoveni MIC u
anaerobnich bakterii mikrodilu¢ni metodou, které mohou vyrazné zvysit Groven veterinarni
diagnostiky bakteridlnich rezistenci u terapeuticky pouzivanych antimikrobik k 1é¢bé infekci
zvirat, které tyto bakterie zplsobuji. Zastoupeni antimikrobialnich latek v setech je voleno
tak, aby odpovidalo latkam, které se bézné pouzivaji predevsim u klostridiovych infekei u
selat. Udaje o stavu a vyvoji rezistence bakteridlnich piivodct infekci jsou nezbytné pro
predikci ucinnosti antimikrobidlnich latek v Uvodni antibiotické 1é€bé a v urceni pozice
jednotlivych latek jako 1éka volby a 1éka alternativnich v terapii infekci. Jsou proto ve
veterinarni praxi rozhodujicim podkladem pro vytvateni objektivnich a na farmaceutickém

priamyslu nezavislych doporucenych postupt pro antibiotickou 1écbu zviftat.



1) Vlastni popis metodiky

Pfedkladana metodika piedstavuje komplexni postup pro stanoveni citlivosti/rezistenci
bakteridlnich pivodct mastitid od odbéru vzorkl k bakteriologickému vySetfeni aZz po
interpretaci vysledkii. Stanoveni MIC antimikrobialnich latek k anaerobnim patogenim bude
ve veterinarni oblasti vyraznym piinosem zejména zavedenim zlatého standardu, tj.
mikrodiluéni metody pro testovani a hodnoceni citlivosti u veterindrnich patogenti predevsim
z duvodu ziskani vy$si urovné dosazenych vysledkd, které bude mozné pouzit k vyhodnoceni

Sifeni rezistenci v bakteridlnich populacich.

Hodnoty MIC jednotlivych antimikrobidlnich latek anaerobnich bakterialnich izolati budou
stanovovany zcela v souladu se standardizovanymi metodikami Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012a,b; 2013a,b) a European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST, 2017) pomoci originalnich setli se specialnim vybérem testovanych
antimikrobialnich latek, ktery umoziluje testovani rezistenci pfedev§im veterinarnich
antimikrobik nebo zastupce nékterych skupin antimikrobik uzivanych k 1é¢bé kostridiovych
infekci prasat a jejichz Iékové formy jsou v CR registrovany nebo je jejich testovani vhodné
Z hlediska sledovani moznosti 1écby infekci zpiisobenych klostridiemi u lidi, pfedevsim
sledovani rezistenci klostridii izolovanych ze zvifat ve vztahu k moznosti pifenosu
rezistentnich kmenii mezi lidmi a zvitaty. Na mikrotitracni desti¢ce s 96 jamkami - 12 sloupct
(1-12) a 8 radkt (A-H) jsou ve sloupcich dvojkové fedici fady dvanacti navrzenych
antimikrobialnich latek v objemu 200 pl, u jedenacti antimikrobialnich latek (sloupce 1-11) je
na desticce 8 fedéni (fadky A-H) a u jedné antimikrobidlni latky (sloupec 12) je 7 tfedéni
(fadky B-H) a v fadku A je jamka s 200 pl média bez antimikrobialni latky slouZzici jako

pozitivni kontrola rastu testovanych bakterii. Pocateéni koncentrace jednotlivych



antimikrobialnich latek na desti¢ce jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC
vysetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi breakpointi citlivosti/rezistence podle zdvaznych
mezinarodnich metodik CLSI a EUCAST rozmezi hodnot MIC bakterialnich kment povinné

testovanych v ramci kontroly kvality (Tab. 1).

Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u anaerobnich bakterii

AMP [ PNC | EFT | VAN | CLI |[MER| TIG |ENR| TIA | TYL | FFC | SXT

16 16 | 128 | 16 32 64 64 32 64 | 128 | 32 | PKR

8 8 64 8 16 32 32 16 32 64 16 32

4 4 32 4 8 16 16 8 16 32 8 16
2 2 16 2 4 8 8 4 8 16 4 8
1 1 8 1 2 4 4 2 4 8 2 4
05 | 05 4 0,5 1 2 2 1 2 4 1 2
0,25 | 0,25 2 025 | 0,5 1 1 0,5 1 2 0,5 1
0,125|0,125| 1 |0,125, 025 | 05 | 05 | 0,25 | 0,5 1 025 | 05

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce mg/I.
SXT - koncentrace trimethoprim/sulfamethozol je 1/19; koncentrace uvedena v tabulce se vztahuje
k trimethoprimu.

AMP ampicilin
PNC penicilin
EFT ceftiofur
VAN vankomycin
CLI klindamycin
MER meropenem
TIG tigecyklin
ENR enrofloxacin
TIA tiamulin
TYL tylosin

FFC florfenikol
SXT trimethopri/sulfamethoxazol 1/19

Sety musi byt skladovany zamrazené pii teploté — 80 °C. Po rozmrazeni a temperovani setu na
kultivaéni teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1hodiny. Rozmrazené sety se nesmi
opétovné zamrazit (riziko degradace antimikrobialnich latek). Pti skladovani sett v -80 °C je

doba exspirace 6 mésict ode dne vyroby.



Kontrola kvality setti do doby exspirace je na pracovisti vyrobce set provadéna pravidelnym
tydennim testovanim kontrolniho kmene Clostridium difficile ATCC 700057, ktery je piesné
definovan a hodnoty MIC k nékterym antimikrobialnim latkdm jsou uvedeny v laboratornich
standardech CLSI a EUCAST. Stanovené hodnoty MIC jednotlivych antimikrobik musi byt

v rozmezi definovanych hodnot MIC referen¢nich kment dle CLSI a EUCAST.

Stanovené rozmezi hodnot MIC kontrolniho kmene C. difficile (mg/l) je vyznaceno v tabulce
(Tab. 2) sedou barvou. Pokud u nékterych antimikrobialnich latek neni pro néktery
Z kontrolnich kmenti vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné dobé¢ jeste

stanoveny hodnoty MIC kontrolniho kmene k témto antimikrobikim.

Tab. 2: Rozmezi MIC u kmene Clostridium difficile ATCC 700057

AMP [ PNC | EFT | VAN | CLI |[MER| TIG |ENR| TIA | TIL | FFC | SXT

16 16 | 128 | 16 32 64 64 32 64 | 128 | 32 | PKR

8 8 64 8 16 32 32 16 32 64 16 32

4 4 32 4 8 16 16 8 16 32 8 16

2 2 16 2 4 8 8 4 8 16 4 8
1 1 8 1 2 4 4 2 4 8 2 4
05 | 05 4 0,5 1 2 2 1 2 4 1 2
025|025 | 2 0,25 | 0,5 1 1 0,5 1 2 0,5 1
0,125/0,125| 1 0125|025 | 05 | 05 | 025 | 0,5 1 0,25 | 05

< <




11a) Odbér vzorki k bakteriologickému vySetifeni a transport vzorki do laboratoie

K vySetieni je nutny Cerstvy a fadné odebrany vzorek mléka. Miize byt odebran trus
individualni nebo skupinovy vzorek trusu, ¢ast podvazaného tenkého nebo tlustého stieva
nebo obsah stfeva zvifete. Tyto vzorky je tieba uchovat v chladu v nepropustném obalu a
dopravit je co nejdiive do laboratofe. Dal$i moznost je provedeni rektalniho vytéru
nemocnych zvifat tamponem uchovanym ve vhodném transportnim médiu (napf. Amies
transportni medium s aktivnim uhlim), odebrané vytéry udrzet od odbéru po celou dobu
transportu do laboratofe v rozmezi teplot 5 — 20° C. Transport vzorku by nemél trvat déle nez

do 24 hodin.



I1b) Laboratorni zpracovani vzorkii, izolace a identifikace piivodce onemocnéni

V diagnostické laboratofi se provadi z odebranych vzorkli trusu kultivacni vySetieni
obvyklym zpusobem na neselektivnim agarovém médiu vhodném pro kultivaci anaerobnich
bakterii, napf. Schaedlerav agar. Inkubace probiha pti teploté 34 °C - 37 °C po dobu 24 hodin
V anaerobni atmosféfe (doba inkubace muze byt podle potfeby prodlouzena — napi. pro
kultivaci C. difficile i na 3 — 7 dni). Pokud zpracovavame rektalni vytéry, vlozime tampon do
zkumavky s0,9 ml BHI (brain heard infusion). Po vytfepani tamponu pfeneseme ze
zkumavky 0,1 ml vzniklé suspenze do dal$i mikrozkumavky s 0,9 ml BHI. Obsah zkumavky
se zakapne 4 kapkami parafinového oleje a takto oSetfené vzorky ve zkumavkach se inkubuji
pti 37 °C v termostatu aerobné po dobu minimalné 24 hodin (doba inkubace mtze byt podle
potfeby prodlouzena — napf. pro kultivaci C. difficile i na 3 — 7 dni). Nasledna izolace
pavodce z primokultivaci se provadi na selektivnich i neselektivnich agarovych médiich
Schaedleriv agar, Clostridium perfringens agar, Clostridium difficile agar apod.). Po izolaci
ptavodce oneocnéni je vzdy nutnd jeho ptesna identifikace (provadéna napi. pomoci MALDI
TOF, biochemickymi, molekularn¢ diagnostickymi a jinymi povinnymi nebo

doporucovanymi testy).



l1c) Stanoveni minimalni inhibi¢nich koncentraci antimikrobidlnich latek

Stanoveni MIC u ristové nenaro¢nych izolati se provadi na destickach s Brucella broth
médiem s lyzovanou koniskou krvi obohacenym heminem a vitaminem Ky, ve kterém jsou

natfedény jednotlivé antimikrobialni latky.

1.1 Priprava inokula

Bakteriologickou klickou se odebere 3 — 5 bakteridlnich kolonii kultivovanych na
neselektivnim agarovém médiu (inkubovanych pii teploté 34 °C - 37 °C po dobu 48 hodin
V anaerobni atmosféie do sterilniho bujonu nebo fyziologického roztoku. Denzita suspenze se
bujénem nebo fyziologickym roztokem upravi na zékal 2 McFarlanda, ktery odpovida denzité
1,6 x 10® CFU pro C. difficile ATCC 700057) se dale nafedi na finalni koncentraci inokula
V jamce mikrotitracni desky.

Priklad postupu:

I ml inokula o denzité¢ 1,5 MCFarlanda se nafedi 9 ml sterilniho fyziologického roztoku
(odpovida 1,6 x 10" CFU pro C. difficile ATCC 700057), po pfeneseni 5 pl takto nafedéného
inokula do jamky mikrotitraéni desky sobsahem 100 pl bujénu je dosazena finalni
koncentrace inokula v jamce 1,6 x 10° CFU.

Poznamka: Ptiprava inokula musi byt provedena co nejrychleji, v pribéhu nékolika minut.
Pokud ptipravujeme k inokulaci vice kment, musi se jiz pfipravené inokulum uchovévat pied

naockovanim na desticku v anaerobnim prosttedi.



1.2. Naockovani mikrotitra¢nich desti¢ek

Rozmrazené mikrotitra¢ni desti¢ky se musi naockovat do 15 minut po standardizaci suspenze
inokula. Do kazdé jamky desti¢ky obsahujici 200 ul zfedéné antimikrobialni latky v bujonu se
pfida maximalné 10 pl suspenze ziedéného inokula.

Thned po naockovani se ovéii skute¢nad denzita inokula tak, ze z jamky pozitivni kontroly
rastu se odebere 10 pl bakterialni suspenze, kterd se nasledné zfedi v 10 ml bujonu nebo
fyziologickém roztoku. Z tohoto fedéni se prenese 100 ul kultury na vhodnou agarovou pudu,
ktera se inkubuje pies noc. Zkouska se povazuje za vyhovujici, pokud na agarové pudé
vyroste 10 - 50 kolonii.

Ov¢éfteni bakterialni Cistoty: Z jamKy bez antimikrobidlni latky (pozice 12A na desti¢ce) se
odebere 2 x 100 pl, které se kultivuji na dvou plotnach s neselektivnim agarovym médiem,
jedna pti 34 — 37 °C po dobu 18 — 24 hodin aerobn¢ a druha 72 hodin v anaerobnim prostiedi.

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

1.3. Inkubace mikrotitra¢nich desti¢ek

Naockované desticky musi byt vlozeny do inkubatoru do 15 minut po inokulaci. Desticky se

inkubuji v anaerobnim prostiedi pfi teploté 34 °C - 37 °C po dobu 72 hodin.

14. Kontrola kvality vysledku

Kvalita vysledku stanoveni MIC vySetifovanych kmenu se kontroluje paralelné s testovanym

mikroorganismem stanovenim MIC antimikrobialnich latek u referenéniho kmene C. difficile

10



ATCC 700057 stejnym zpisobem a za stejnych podminek, jak je provadéna pravidena

kontrola kvality vyrobenych sett (viz bod. I).

1.5. Odeditani vysledki

Vysledky se odecitaji po dosazeni dostatecného narlstu mikroorganismu (usazenina nebo

zietelny zékal) a po ovéefeni bakteridlni Cistoty a piislusSné koncentrace inokula. Zjisténa

v

viditelny rist testovaného mikroorganismu.
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11d) Interpretace vysledkii

Interpretace vysledkii do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii
antimikrobidlnich latek (EUCAST, CLSI). Vysetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za
ptedpokladu, Ze pfislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému, to
znamena, Ze nize uvedené breakpointy plati pouze pro anaerobni bakterie. Breakpointy
rozdéluji izolaty na citlivé (S MIC v hodnotach oznacenych zelené), intermedialni (s MIC

v hodnotach oznacenych modie) a rezistentni (Tab. 3). U antimikrobik, kde nejsou
koncentrace barevné rozdéleny, nejsou breakpointy pro anaerobni bakterie stanoveny a

ucinnost antimikrobialni latky Ize posoudit pouze individualné podle hodnoty MIC.

Tab. 3: Breakpointy antimikrobialnich latek pro anaerobni bakterie

AMP [ PNC | EFT | VAN | CLI |[MER| TIG |ENR| TIA | TYL | FFC | SXT

16 16 | 128 | 16 32 64 64 32 64 | 128 | 32 | PKR

8 8 64 8 16 32 32 16 32 64 16 32

4 4 32 4 8 16 16 8 16 32 8 16

2 2 16 2 4 8 8 4 8 16 4 8
1 1 8 1 2 4 4 2 4 8 2 4
05 | 05 4 0,5 1 2 2 1 2 4 1 2
025|025 | 2 0,25 | 0,5 1 1 0,5 1 2 0,5 1
0,125/0,125| 1 0125|025 | 05 | 05 | 025 | 0,5 1 0,25 | 05

12



I11)  Srovnani ,,novosti postupi“

Set ke stanoveni MIC anaerobnich obsahuje specialné vybrané testované antimikrobialni
latky a umoZziiuje testovani citlivosti/rezistence bakteridlnich izolath k veterinarné
specifickym antimikrobialnim latkdm, které jsou uZivany k 1é¢bé onemocnéni zpusobenych
zvitat klostridiemi nebo jinymi anaerobnimi bakteriemi a jejichz Iékové formy jsou v CR
registrovany nebo je jejich testovani vhodné z hlediska sledovani mozZnosti 1é¢by infekci
zpusobenych klostridiemi u lidi. V soucasné dob¢ jsou k testovani rezistenci anaerobnich
bakterii ve veterinarni i v humanni mediciné k dispozici e-testy nebo je podle metodik mozné
testovani anaerobnich bakterii (kromé skupiny Bacillus fragilis) agarovym difaznim testem.
Pouziti mikrodilu¢ni metody, ktera je bud’ finan¢n¢ (e-testy) nebo technicky (agarova difuzni
metoda) mnohem vyhodnégj$i a vhodnéjsi pro rutinni pouziti v diagnostickych laboratofich,
zatim neni doporucovana jako diagnosticky standard, predev§im proto, Ze dosud nebyly
stanoveny harmonizované postupy pro tuto metodu u anaerobnich bakterii. V ramci testovani
presnosti stanoveni MIC u anaerobnich bakterii mikrodiluéni metodou podle ptredklddané
metodiky bylo potvrzeno, Ze podle specifity a stability byly ziskané vysledky touto metodou
zcela srovnatelné s vysledky stanoveni MIC u anaerobnich bakterii rodu Clostridium spp.
paralelnim vySetfovanim testovanych kmenG pomoci komeréné vyrabénych e-testl i
s vysledky dosazenymi stanovenim MIC kmeni agarovou difizni metodou. Vyvoj a vyroba
nového setu ke stanoveni rezistenci anaerobnich bakterii k antimikrobikiim reaguje na
aktualni potfebu veterinarnich diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni problému, jinym
metodam stanoveni MIC u anaerobnich bakteridlnich patogeni konkurovat kvalitou

provedeni, originalitou a pfedevsim cenovou dostupnosti.

13



Metody vySetteni citlivosti/rezistence anaerobnich patogenu k antimikrobialnim latkam a
V neposledni fad¢ také interpretace zjisténych vysledkl nejsou v soucasné dobé jednotné a
neposkytuji  proto relevantni vysledky pro klinickou veterindrni praxi. V ptedkladané
metodice je navrzeno komplexni harmonizované feSeni metod vzorkovani, vysetfeni a
interpretace vysledku rezistence/citlivosti bakterialnich ptivodcti mastitid s vyznamem pro
humanni i veterinarni oblast. Realizaci téchto metod bude dosaZzena potiebna uroven vysledkt
ke sledovani a vyhodnoceni S$ifeni rezistenci k antimikrobialnim latkdm v bakteriélnich

populacich.
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1V)  Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena pro veterinarni diagnostické laboratofe - certifikovand veterinarni
antibiotickd stfediska, veterinarni nebo vyzkumné laboratofe, Statni veterinarni Ustavy a
soukromé veterinarni laboratote. Je mozné jeji uplatnéni v systému celondrodniho
monitoringu citlivosti/rezistence vybranych veterinarnich patogend Kk antimikrobialnim
latkdm vyhodnoceného na zakladé harmonizovanych standardnich postupi. V kone¢ném
disledku se uplatnéni metodiky projevi ve zkvalitnéni terapie infekénich onemocnéni zvitat

zpusobenych anaerobnimi bakterialnimi patogeny vhodnou volbou 1é¢iv.

15



V. Ekonomické aspekty

Naklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice jsou minimalni (0 — 5 tis. K¢&), protoze
jejich provedeni nevyZaduje zadné specialni ptistrojové vybaveni bakteriologické laboratote,
je mozné svyuzitim béZnych pfistroji a pomicek (termostat, anaerostat, pipety) a

spottebniho materilu.

Ekonomicky pfinos pro laboratofe bude pifedstavovat zisk z provedenych vySetfeni. Za
predpokladu vysetteni v jedné laboratofi cca 500 vzorkl roéné pii cené za jedno vySetfeni

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

V koneéném dusledku budou uzivatelé vysledkd vySetfeni chovatelé hospodatskych zvifat,
kterym se sniZi zlepSenim diagnostiky ekonomické naklady na 1é¢bu a prevenci onemocnéni a
zvysi se trzby za prodej zdravotné nezavadnych kvalitnich potravin a surovin zivoc¢isného

puvodu.
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