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Cil vyvoje funk¢niho vzorku

Cilem vyvoje funkéniho vzorku diagnostického setu na stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) u patogenniho bakterialniho druhu Streptococcus uberis, zptisobujiciho
mastitidy u krav, bylo vytvoieni spolehlivého diagnostického néstroje pro stanoveni
citlivosti/rezistence téchto bakterii k antimikrobikim, ktera jsou schvalena k 1é¢b¢ mastitid,
ale také k antimikrobikim, u kterych je sledovani rezistence dulezité z jinych, napiiklad
epidemiologickych diivoda. Diagnosticky set, umoziuje jednorazove stanovit MIC Ctrnécti
antimikrobilalnich latek mikrodilu¢ni metodou a na zéklad¢ vysledkit MIC vyhodnotit

citlivost/rezistenci vySetfované¢ho kmene k testovanym antimikrobikim.

Ucel pouZiti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolatl S. uberis pochéazejicich
ze vzorkll mléka krav stizenych mastitidou mikrodilu¢ni metodou k antimikrobidlnim latkam,
které je nezbytné pro efektivni 1écbu a vyznamnou mérou pfispiva k omezeni nezddouciho

Sifeni rezistenci k antimikrobidlnim latkam v bakterialnich populacich.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitrani desti¢ka s 96 jamkami - 12 sloupct (1-12) a 8 fadkt (A-H).
Ve sloupcich je vristovém médiu nafedéno CEtrnact navrzenych antimikrobidlnich latek
v objemu 100 pl, u osmi antimikrobialnich latek (sloupce 1-4 a 7-11) je na desticce 8 fedéni
(tadky A-H), ve sloupcich 5 a 6 jsou v kazdém sloupci nafedéna vzdy 2 antimikrobika ve
ctyfech fedénich (fadky A-D a E-H), u jedné antimikrobidlni latky (sloupec 12) je 7 fedéni
(fadky B-H) a v fadku A je jamka s 100 pl média bez antimikrobidlni latky slouzici jako
pozitivni kontrola rlstu testovanych bakterii. Pocate¢ni koncentrace jednotlivych
antimikrobialnich latek na desti¢ce jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC
vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi breakpointi citlivosti/rezistence testovanych
patogent podle zavaznych mezinarodnich metodik Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI) a European Committee od Antimicrobial Susceptibility Testiny (EUCAST), musi
zahrnovat také rozmezi hodnot MIC bakteridlnich kment povinné testovanych v ramci

kontroly kvality. Rozmezi testovanych koncentraci je znazornéno v tabulce 1.
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Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u Streptococcus uberis

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CEF | STR
PNC | AMP | AMC | CEFL CLI | ERY | GEN | TET | RIF | SXT
CEFQ | PIR
8 8 4 256 8 |512] 8 8 | 51232 ] 4 | PK
4 4 2 128 4 | 256 | 4 4 256 ] 16 | 2 8
2 2 1 64 2 128 | 2 2 [ 128 8 1 4
1 1 05 | 32 1 64 1 1 64 | 4 [ 05| 2
05 | 05 | 025 | 16 4 4 1051 05| 8 2 1025 1
0,25 | 025 [0,125] 8 2 2 [025]025] 4 1 [0125] 0,5
0,125 0,125 | 0,06 | 4 1 1 [o125]0,125] 2 | 0,5 | 0,06 | 0,25
0,06 | 0,06 | 0,03 | 2 0,5 | 0,5 006006 1 [025]003]0,125

Koncentrace antimikrobialnich latek v tabulce jsou uvedeny v mg/1.

Seznam antimikrobialnich latek:

PNC penicilin
AMP ampicilin

AMC amoxicilin/klavulanova kyselina 2/1 (koncentrace v tabulce plati pro amoxicilin)

CEFL cefalexin
CEF ceftiofur

CEFQ cefchinom

STR  streptomycin

PIR  pirlimycin
CLI  klindamycin

ERY erythromycin

GEN gentamicin
TET tetracyklin

RIF  rifampin

SXT  trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19 (koncentrace v tabulce plati pro trimethoprim)

PK pozitivni kontrola rastu

Antimikrobika jsou nafedéna v ristovém bujonu Mueller Hinton Broth s pfidavkem 4 %

lyzované konské krve.




Interpretace vysledku

Interpretace vysledka do kategorii citlivé, intermedialni a rezistentni vyzaduje pouZiti tzv.

klinickych breakpointi antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI)(Tab.2). Vysetfovany kmen

bakterie 1ze kategorizovat za predpokladu, ze ptislusné breakpointy jsou pouzity

v definovaném fenotypovém systému, to znamenad, Ze nize uvedené breakpointy plati pouze

pro S. uberis, ptipadné€ pro dalsi viridujici streptokoky. U nékterych antimikrobik nejsou

klinické breakpointy pro S. uberis nebo viridujici streptokoky udavany, v tomto ptipadée byla

kritéria citlivosti odvozena z breakpointii udavanych pro Streptococcus pneumoniae.

Tab. 2: Breakpointy antimikrobidlnich latek pro Streptococcus uberis

MIC breakpoint
Antimikrobialni latka (mg/1) Zdroj
<C | >R
penicilin PNC 0,25 0,5-2 4 EUCAST, 2019
ampicilin AMP 0,5 1-2 4 EUCAST, 2019
amoxicilin/kyselina klavulanova | AMC 0,5 1 2 EUCAST, 2019
cefalexin CEFL 8 16-32 64 CA-SFM, 2018
ceftiofur CEF 2 4 8 VETO08, CLSI, 2018
cefchinom CEFQ 1 2 4 CLSI, 2012
streptomycin STR 256 - 512 CA-SFM, 2018
pirlimycin PIR 2 - 4 VETO08, CLSI, 2018
klindamycin CLI 0,5 - 1 EUCAST, 2019
erythromycin ERY 0,25 0,5 1 EUCAST, 2019
gentamicin GEN 128 - 256 EUCAST, 2019
tetracyklin TET 2 4 8 M100, CLSI, 2018
rifampin RIF 0,06 0,125-0,5 1 EUCAST, 2019
trimethoprim/sulfamethoxazol SXT 1 - 4 EUCAST, 2019




Ovéreni funk¢nosti a kontrola kvality

Funk¢nost vyvijeného setu byla ovéfena stejnym zpisobem jako je provadéna pravidelna

tydenni kontrola kvality vyrobenych seti do doby exspirace testovanim kontrolniho kmene

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, ktery je piesn¢ definovan a hodnoty MIC k

nékterym antimikrobidlnim latkdm jsou uvedeny v laboratornich standardech CLSI 2018
(VET 08 a M100) a EUCAST. Stanovené hodnoty MIC jednotlivych antimikrobik musi byt
v rozmezi definovanych hodnot MIC referencnich kmenti dle CLSI a EUCAST.

Referen¢ni rozmezi hodnot MIC kontrolniho kmene S. pneumoniae (mg/1) je vyznaceno

v tabulce 3 Sedou barvou. Pokud u nekterych antimikrobidlnich latek neni pro néktery

z kontrolnich kment vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné dob¢ jesté

stanoveny hodnoty MIC kontrolniho kmene k t€émto antimikrobikiim.

Tab. 3: Rozmezi MIC u kmene Streptococus pneumoniae ATCC 49619

CEF | STR
PNC | AMP | AMC | CEFL CLI | ERY | GEN | TET | RIF | SXT
CEFQ | PIR
8 8 4 256 8 512 8 8 [s512] 32| 4 | PK
4 4 2 128 4 256 4 4 125 | 16 | 2 8
2 2 1 64 2 128 2 2 [ 128 8 1 4
1 1 0,5 32 1 64 1 1 64 | 4 | 05| 2
0,12-
0,5
05 | 05 | 025 16 4 4 0,5 | 05 | 8 2 1025 1
0,25 | 025 | 0,125 8 2 2 025 | 025 | 4 1 [0,125] 05
0,125 | 0,125 | 0,06 4 1 1 Jo125[0,125] 2 | 05 [ 006 | 025
0,06 | 0,06 | 0,03 2 0,5 05 | 006|006 1 [025]003]0125
0,015-
0,06 0,03 | 0,03 0,06 | 0,016




Skladovani

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

opétovn¢ zmrazit (riziko degradace antimikrobialnich latek).

Exspirace

6 mésict od data vyroby

Zpisob likvidace

Pouzité sety se likviduji jako infekéni material.

Srovnani ,,novosti postupi“

Set ke stanoveni MIC Streptococcus uberis obsahuje specidlné vybrané testované
antimikrobidlni latky a umozniuje testovani citlivosti/rezistence klinickych izolatd k
antimikrobialnim latkdm, které jsou bézné uzivany u krav k 1écbé mastitid zpisobenych
S. uberis. Vyvoj a vyroba nového setu ke stanoveni rezistenci S. uberis k antimikrobikiim
reaguje na aktualni potfebu diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni problému novym
diagnostickym néstrojem, ktery mize v soucasnosti dostupnym podobnym vyrobkiim

konkurovat kvalitou provedeni, originalitou a pfiznivou cenou.
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