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Cil vyvoje funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funk¢niho vzorku diagnostického setu na stanoveni minimalnich inhibicnich
koncentraci (MIC) u bakterialnich grampozitivnich patogent dribeze — zejména stafylokokt
a enterokokl — byla snaha o vytvoreni spolehlivého diagnostického néstroje pro stanoveni
citlivosti/rezistence téchto bakterii k antimikrobikim, ktera jsou k 1é¢bé driibeze povolena

v ramci legislativy CR, jejichz sledovani vychazi z potieb feseni projektu MZE NAZV
QK1910057 nebo je sledovani jejich rezistence k antimikrobikim dtlezité z jinych, naptiklad
epidemiologickych divodi. Diagnosticky set, umoZiiuje jednorazovée stanovit MIC tfinécti
antimikrobilalnich latek mikrodilu¢ni metodou a na zéklad¢ vysledki MIC vyhodnotit

citlivost/rezistenci vySetfované¢ho kmene k testovanym antimikrobikim.

Ucel pouziti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolati grampozitivnich
patogenil driibeze mikrodilu¢ni metodou k antimikrobidlnim latkam, které je nezbytné pro
efektivni [é€bu a vyznamnou mérou piispiva k omezeni neZzadouciho $ifeni rezistenci

k antimikrobidlnim latkdm v bakterialnich populacich.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitraéni desti¢ka s 96 jamkami - 12 sloupct (1-12) a 8 fadkt (A-H).
Ve sloupcich je v ristovém médiu nafedéno tfindct navrzenych antimikrobidlnich latek
v objemu 100 pl, u jedenacti antimikrobidlnich latek (sloupce 1-11) je na desti¢ce 8 tfedéni
(fadky A-H), u jedné antimikrobidlni latky (ve sloupci 12) 4 fedéni (fadky E — H) a u druhé

antimikrobialni latky 3 tedéni (fddky B-D) a v tfadku A je jamka s 100 pl média bez



antimikrobialni latky slouzici jako pozitivni kontrola ristu testovanych bakterii. Pocatecni
koncentrace jednotlivych antimikrobidlnich latek na desti¢ce jsou rozdilné a jsou voleny tak,
aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi breakpointt citlivosti/rezistence
testovanych patogent podle zdvaznych mezinarodnich metodik Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI) a European Committee od Antimicrobial Susceptibility Testiny (EUCAST) a

rozmezi hodnot MIC bakteridlnich kmeni testovanych v ramci kontroly kvality (Tab. 1).

Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobidlnich latek u G+ bakterialnich patogenii dribeze

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

PNC AMP | AMC| ERY | LIN |SPEC| ENR | FFC | TET | DOX SXT | FOX
OXA
A 16 64 64 16 16 512 8 64 64 32 32 PKR
B 8 32 32 8 8 256 4 32 32 16 16 16
C 4 16 16 4 4 128 2 16 16 8 8 8
D 2 8 8 2 2 64 1 8 8 4 4 4
E 1 4 4 1 1 32 0,5 4 4 2 2 2
F 0,5 2 2 0,5 0,5 16 0,25 2 2 1 1 1
G 0,25 1 1 0,25 | 0,25 8 0,125 1 1 0,5 0,5 0,5
H |0,125| 0,5 0,5 |0,125/0,125| 4 0,06 | 0,5 0,5 | 0,25 | 0,25 | 0,25
1. PNC  penicillin
2. AMP  ampicillin
3. AMC amoxicilin/kyselina klavulanova (2/1) — koncentrace v tabulce plati pro amoxicilin
4. ERY  erytromycin
5. LIN linkospektin
6. SPEC  spektinomycin
7. ENR enrofloxacin
8. FFC florfenikol
9. TET  tetracyklin
10. DOX  doxycyklin
11. SXT  trimethoprim/sulfamethoxazol(1/19) — koncentrace v tabulce plati pro trimethoprim

12. FOX  cefoxitin
13. OXA  oxacilin
PKR pozitivni kontrola rastu

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

Riistové médium, ve kterém jsou fedéna antimikrobika je Mueller Hinton Broth.



Interpretace vysledki

Interpretace vysledkt do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointt
antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI). VySetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za
piedpokladu, ze piislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému, to
znamena, ze nize uvedené breakpointy plati pouze pro rod Staphylococcus (Tab. 2) a rod
Enterococcus (Tab. 3). Vzhledem k tomu, Ze breakpointy u ptislusnych patogenii vétSinou
nejsou piimo pro dribez definovany, byly derivovany z humannich interpretacnich kritérii
nebo u veterinarnich antimikrobik z breakpointl pro jiné druhy zvifat. Breakpointy rozdéluji
izolaty na citlivé, intermedialni a rezistentni. U antimikrobik, kde nejsou berakpointy

uvedeny, 1ze G€innost antimikrobialni latky posoudit pouze individualné podle hodnoty MIC.



Tab. 2: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Streptococcus spp.

Staphylococcus spp. Zdroj
Antimikrobialni MIC breakpoint
latka (mg/l)
<C | >R
penicilin PNC 0,12 0,25 VETO08
ampicilin AMP - - - -
amoxicilin/kyselina klavulanova | AMC - - - -
erythromycin ERY 0,5 1-4 8 VETO08
linkospektin* LIN 2 4-8 16 VETO08
spektinomycin SPEC - - - -
enrofloxacin ENR 0,5 1-2 4 VETOS8
florfenikol** FFC 8 16 32 VETO08
tetracyklin TET 1 2 4 EUCAST
doxycyklin DOX 1 2 4 EUCAST
trimethoprim/sulfamethoxazol SXT 2/38 4/76 8/152 EUCAST
cefoxitin- S. aureus, FOX 4 8 EUCAST
S. lugdunensis
oxacillin S. aureus, S. OXA 2 4 EUCAST
lugdunensis
oxacillin CoNS*** OXA 0,25 0,5 VETO01S

*breakpointy pro linkospectin byly odvozeny od linkomycinu

**breakpointy pro florfenikol byly odvozeny od chloramfenikolu

***CoNS = koagulaza negativni stafylokoky




Tab. 3: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Enterococcus spp.

Enterococcus spp. Zdroj
Antimikrobialni MIC breakpoint
latka (mg/l)
<C I >R
penicilin PNC 8 16 VETO08
ampicilin AMP 4 8 16 EUCAST
amoxicilin/kyselina klavulanovd | AMC 4 8 16 EUCAST
erythromycin ERY 0,5 1-4 8 VETO08
linkospektin LIN - - - -
spektinomycin SPEC - - - -
enrofloxacin ENR 0,25 0,5-1 2 VETO01S
florfenikol* FFC 8 16 32 VETO08
tetracyklin** TET 4 8 16 VETO08
doxycyklin DOX - - - -
trimethoprim/sulfamethoxazol SXT <0,03/0,6 | 0,06-1 2/38 EUCAST
cefoxitin FOX - - - -
oxacillin OXA - - - -

*breakpointy pro florfenikol byly odvozeny od chloramfenikolu
**yysledek plati v ptipad¢ citlivosti i pro doxycyklin




Ovéreni funkénosti a kontrola kvality

Funk¢nost vyvijeného setu byla ovéfena stejnym zplisobem jako je provadéna pravidelna
tydenni kontrola kvality vyrobenych setii do doby exspirace testovanim kontrolnich kment
Staphylococcus aureus ATCC 29213 a Enterococcus faecalis ATCC 29212, které jsou presné
definovany a hodnoty MIC k nékterym antimikrobidlnim latkdm jsou uvedeny v laboratornich
standardech CLSI a EUCAST. Stanovené hodnoty MIC jednotlivych antimikrobik musi byt

v rozmezi definovanych hodnot MIC referenénich kment dle CLSI a EUCAST.
Referen¢ni rozmezi hodnot MIC kontrolnich kmenti S. aureus a E. faecallis (mg/l) je
vyznaceno v tabulkach 4 a 5 Sedou barvou. Pokud u nékterych antimikrobialnich latek neni
pro nektery z kontrolnich kment vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné
dob¢ jeste stanoveny hodnoty MIC kontrolniho kmene k témto antimikrobiktm.

Tab. 4: Rozmezi MIC u kmene Staphylococcus aureus ATCC 29213

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

PNC |/AMP AMC | ERY | LIN |[SPEC| ENR | FFC | TET DOX | SXT | FOX
OXA
8 64 64 16 16 512 8 64 64 32 32 PKR
4 32 32 8 8 256 4 32 32 16 16 16
2 16 16 4 4 128 2 16 16 8 8 8
1 8 8 2 2 64 1 8 8 4 4 4
0,5 4 4 1 1 32 0,5 4 4 2 2 2
0,25 2 2 0,5 0,5 16 | 0,25 2 2 1 1 1
0,125 1 1 0,25 | 0,25 8 10,125 1 1 0,5 0,5 0,5
0,125, 0,5 0,5 0,125 0,125| 4 0,06 | 0,5 0,5 0,25 0,25 | 0,25




Tab. 5: Rozmezi MIC u kmene Enterococcus faecalis ATCC 29212

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

PNC AMP | AMC | ERY | LIN SPEC ENR | FFC | TET DOX | SXT | FOX

OXA

8 64 | 64 | 16 | 16 | 512 | 8 | 64 | 64 | 32 | 32 | PKR
4 32 | 32 | 8 8 | 256 4 | 32 | 32 16 | 16 @ 16
2 16 | 16 | 4 4 | 128 2 16 | 16 | 8 8 8
1 8 8 2 2 | 64 1 8 8 4 4 4
05 4 4 1 1 32 05 | 4 4 2 2 2
025 | 2 2 |05 | 05 | 16 | 025 2 2 1 1 1
0,125| 1 1 025 025 8 |0125| 1 1 05|05 05
0,125/ 0,5 05 |0,125/0,125| 4 | 0,06 | 05 | 05 | 0,25 | 0,25 0,25

Skladovani

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

(riziko degradace antimikrobialnich latek).

Exspirace

6 mésict od data vyroby

Zpiusob likvidace

Pouzité sety se likviduji jako infekéni material.



Srovnani ,,novosti postupi“

Set ke stanoveni MIC grampozitivnich patogenti dribeze — stafylokok a enterokokti —
obsahuje specialn¢ vybrané testované antimikrobidlni latky a umoznuje testovani
citlivosti/rezistence bakterialnich izolath k antimikrobidlnim latkam, které jsou bézné
uzivany k 1é¢bé onemocnéni dribeze zpiisobenych stafylokoky a enterokoky, jejichz
sledovani vychazi z potfeb feSeni projektu MZE NAZV QK1910057 nebo sledovani jejich
rezistence k vybranym antimikrobikiim mé epidemiologicky vyznam. Vyvoj a vyroba nového
setu ke stanoveni rezistenci grampozitivnich bakteridlnich patogenti dribeze k
antimikrobikiim reaguje na aktudlni potfebu diagnostickych laboratoii a nabizi feSeni
problému novym diagnostickym nastrojem, ktery miize v soucasnosti dostupnym podobnym

vyrobkim konkurovat kvalitou provedeni, originalitou a pfiznivou cenou.
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