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Cil vyvoje funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funk¢niho vzorku diagnostického setu na stanoveni minimalnich inhibicnich
koncentraci (MIC) u bakterialnich gramnegativnich humannich patogent byla snaha o
vytvoieni spolehlivého diagnostického nastroje pro stanoveni citlivosti/rezistence
gramnegativnich bakterii k antimikrobikim. Diagnosticky set, umoziuje jednorazové stanovit
MIC dvanécti antimikrobilalnich latek mikrodilu¢ni metodou a na zakladé€ vysledktt MIC

vyhodnotit citlivost/rezistenci vySetfované¢ho kmene k testovanym antimikrobik{im.

Utel pouziti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolatl gramnegativnich
humannich bakterialnich patogenti mikrodilu¢ni metodou k antimikrobialnim latkam, které je
nezbytné pro efektivni 1é¢bu a vyznamnou meérou pfispiva k omezeni nezaddouciho Sifeni

rezistenci k antimikrobialnim latkam v bakterialnich populacich.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitra¢ni desticka s 96 jamkami - 12 sloupcu (1-12) a 8 fadku (A-H).
Ve sloupcich je vristovém médiu nafedéno dvanact navrzenych antimikrobialnich latek
v objemu 100 pl, u jedenacti antimikrobialnich latek (sloupce 1-11) je na desticce 8 fedéni
(tadky A-H) a 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 ristu
testovanych bakterii. Pocatecni koncentrace jednotlivych antimikrobialnich latek na desticce

jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi
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breakpointt citlivosti/rezistence podle zavaznych mezinarodnich metodik CLSI a EUCAST

véetn¢ rozmezi hodnot MIC bakteridlnich kmenG povinné testovanych v ramci kontroly

kvality (Tab. 1).

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

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

AMP | AMS | CZL |CRX | CXT |CMP | TET | GEN | SXT | COL | OFL | AZT
64 32 64 64 32 64 32 32 64 32 16 PK
32 16 32 32 16 32 16 16 32 16 8 64
16 8 16 16 8 16 8 8 16 8 4 32
8 4 8 8 4 8 4 4 8 4 2 16
4 2 4 4 2 4 2 2 4 2 1 8
2 1 2 2 1 2 1 1 2 1 0,5 4
1 0,5 1 1 0,5 1 0,5 0,5 1 05 | 0,25 2
05 025 05|05 |025] 05 |025|025| 05 |0,2510,125| 1

AMP  ampicillin

AMS  ampicillin/sulbactam 2/1

CZL  cefazolin

CRX  cefuroxim

CXT  cefoxitin

CMP  chloramfenicol

TET  tetracyklin

GEN  gentamicin

COT trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19

SXT  kolistin

OFL  ofloxacin

AZT  aztreonam

PK pozitivni kontrola riistu

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce mg/I.

SXT —koncentrace uvedena v tabulce se vztahuje k trimethoprimu; AMS — koncentrace uvedena v tabulce se

vztahuje k ampicilinu

Sety jsou navrzeny ve dvou modifikacich, které se li§i pouZzitym rastovym médiem:

1. Set pro stanoveni MIC rustoveé nenarocnych gramnegativnich bakterii — Mueller Hinton

Broth
2. Set pro stanoveni MIC riistoveé naro¢nych gramnegativnich bakterii — Mueller Hinton

Broth, lyzovana konska krev (5 %) a B-NAD (20 mg/L)



Interpretace vysledki

Interpretace vysledkii do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii
antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI). VysSetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za
predpokladu, ze ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému, to
znamena, ze nize uvedené breakpointy plati pouze pro rod Enterobacteriaceae (Tab. 2) a rod
Haemophilus (Tab. 3). Breakpointy rozdéluji izolaty na citlivé (s MIC v hodnotach
oznacenych zelené), intermedialni (s MIC v hodnotach oznacenych modie) a rezistentni. U
antimikrobik, kde nejsou koncentrace barevné rozdéleny, nejsou breakpointy pro
enterobakterie a hemofily stanoveny a ti¢innost antimikrobialni latky 1ze posoudit pouze

individualné podle hodnoty MIC.

Tab. 2: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Enterobacteriaceae spp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP | AMS | CZL | CRX |CXT |[CMP | TET | GEN | SXT | COL | OFL | AZT

= |IN |~ |00
=N
= |IN|H& |0
= |IN |~ |00
=N

05 025 | 2
05 025, 05|05 |025| 05 |025|025| 05 |025][0,125] 1




Tab. 3: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Haemophilus spp,

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

OFL | AZT
16 | PK
8 64
4 32
2 16
1 8
0,5 4
025 | 2
05 /025 05|05 02505 [025]|025] 05 ]025)0125| 1

Ovéreni funkénosti a kontrola kvality

Funkcnost vyvijeného setu byla ovéfena stejnym zplsobem jako je provadéna pravidelna
tydenni kontrola kvality vyrobenych seti do doby exspirace testovanim kontrolnich kmenu
Escherichia coli ATCC 25922 a Haemophilus influenzae ATCC 49247, které jsou piesné
definovany a hodnoty MIC k né&kterym antimikrobialnim 14tkdm jsou uvedeny v laboratornich
standardech CLSI a EUCAST. Stanovené hodnoty MIC jednotlivych antimikrobik musi byt

v rozmezi definovanych hodnot MIC referen¢nich kmenti dle CLST a EUCAST.

Referenéni rozmezi hodnot MIC kontrolnich kmenu E. coli a H. influenzae (mg/l) je
vyznaceno v tabulkach 4 a 5 Sedou barvou. Pokud u nekterych antimikrobidlnich latek neni
pro nektery z kontrolnich kment vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné

dobé jeste stanoveny hodnoty MIC kontrolniho kmene k témto antimikrobikim.



Tab. 4: Rozmezi MIC u kmene Escherichia coli ATCC 25922

AMP | AMS | CZL |CRX | CXT |CMP | TET | GEN | SXT | COL | OFL | AZT

64 32 64 64 32 64 32 32 64 32 16 | PK

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

8 | 4 | 8 | 8| 4| 8| 4| 4] 8| 4] 2116
4 | 2 | 4] 4| 2| a2 2] a2 1] s
2 | 112 | 2 1] 2121|211 o05] 4
1 o5 2| 1 ]o5| 1 lo05/05]| 1 |05 02| 2

05 | 025| 05 | 05 |025| 05 |025|025/ 05 | 0250125/ 1

0,06-
< < 0,25

Tab. 5: Rozmezi MIC u kmene Haemophilus influenzae ATCC 49247

AMP | AMS | CZL |CRX | CXT |CMP | TET | GEN | SXT | COL | OFL | AZT

64 32 64 64 32 64 32 32 64 32 16 | PK

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

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

8 4 8 8 4 8 4 4 8 4 2 16
4 2 4 4 2 4 2 2 4 2 1 8
2 1 2 2 1 2 1 1 2 1 0,5 4
1 0,5 1 1 0,5 05 | 05 1 05 | 0,25 2
05110205 |05 (025 05 |025]025| 05 |0,25]0,125| 1

0,03- 0,015- | 0,12-

< 0,25 0,06 0,5




Skladovani

Sety skladovat zamrazené pii teploté — 80. Po rozmrazeni a temperovani setu na kultiva¢ni
teplotu je nutné provést inokulaci desti¢ky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi opétovné zmrazit

(riziko degradace antimikrobialnich latek).

Exspirace

6 mésicl od data vyroby

Zpisob likvidace

Pouzité sety se likviduji jako infekéni material.

Srovnani ,,novosti postupi“

Set ke stanoveni MIC gramnegativnich patogenti — I. fada obsahuje specidlné¢ vybrané
testované antimikrobialni latky a umoziuje testovani citlivosti/rezistence bakteridlnich izolatl
k antimikrobialnim latkam, které jsou bé€zné uzivany k 1é¢bé onemocnéni lidi zpisobenych
gramnegativnimi bakteriemi. Vyvoj a vyroba nového setu ke stanoveni rezistenci
gramnegativnich humaénnich bakteridlnich patogent k antimikrobiklim reaguje na aktualni
potiebu diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni problému novym diagnostickym néstrojem,
ktery mize v soucasnosti dostupnym podobnym vyrobkiim konkurovat kvalitou provedenti,

originalitou a pfiznivou cenou.
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