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Cil vyvoje funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funk¢niho vzorku diagnostického setu na stanoveni minimalnich inhibicnich
koncentraci (MIC) u bakterialnich grampozitivnich humannich patogent — stafylokokt a
streptokokt — byla snaha o vytvoreni spolehlivého diagnostického nastroje pro stanoveni
citlivosti/rezistence téchto bakterii k antimikrobikim. Diagnosticky set, umoziuje
jednorazove stanovit MIC dvanacti antimikrobildlnich latek mikrodilu¢ni metodou a na
zakladé vysledkt MIC vyhodnotit citlivost/rezistenci vySetfovaného kmene k testovanym

antimikrobikim.

Ucéel pouziti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolati grampozitivnich
stafylokoku a streptokokd mikrodiluéni metodou k antimikrobialnim latkam, které je nezbytné
pro efektivni 1écbu a vyznamnou mérou prispiva k omezeni nezddouciho Sifeni rezistenci

k antimikrobialnim latkam v bakterialnich populacich.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitraéni desticka s 96 jamkami - 12 sloupcu (1-12) a 8 fadku (A-H).
Ve sloupcich je v ristovém 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
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jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi
breakpointl citlivosti/rezistence podle zdvaznych mezinarodnich metodik CLSI a EUCAST
véetn¢ rozmezi hodnot MIC bakteridlnich kment povinné testovanych v ramci kontroly

kvality (Tab. 1).

Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobidlnich latek u stafylokoki a streptokokii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PEN | OXA|AMP |CMP | TET | VAN | ERY | CLI | CIP |GEN | TEI | SXT
2 16 64 32 16 64 8 8 8 32 64 | PK
1 8 32 16 8 32 4 4 4 16 32 64
0.5 4 16 8 4 16 2 2 2 8 16 32
0.25 2 8 4 2 8 1 1 1 4 8 16
0125| 1 4 2 1 4 05 | 05 | 05 2 4 8
0.063| 0.5 2 1 0.5 2 0.25 | 0.25 | 0.25 1 2 4
0.031] 0.25 1 0.5 | 025 1 10.125/0.125|0.125| 05 1 2
0.015|0.125| 05 | 0.25 |0.125| 0.5 |0.063|0.063|0.063| 0.25 | 0.5 1

PEN  penicilin

OXA  oxacilin

AMP  ampicilin

CMP  chloramphenicol
TET  tetracyklin

VAN  vancomycin
ERY  erythromycin
CLI clindamycin
CIP ciprofloxacin
10. GEN  gentamicin

11. TEI teicoplain

12. SXT  trimethoprim/sulfamethoxazol v poméru 1/19
PK pozitivni kontrola ristu

©oOoNoO~WNE

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

Sety jsou navrZeny ve dvou modifikacich, které se li§i pouzitym ristovym médiem:
1. Set pro stanoveni MIC stafylokokt — Mueller Hinton Broth
2. Set pro stanoveni MIC streptokokti — Mueller Hinton Broth s lyzovanou konskou krvi

(5 %)



Interpretace vysledkii

Interpretace vysledkii do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii
antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI). VysSetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za
ptedpokladu, Ze ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému, to
znamena, ze nize uvedené breakpointy plati pouze pro rod Staphylococcus (Tab. 2) a rod
Streptococcus (Tab. 3, 4, 5). Breakpointy rozdé€luji izolaty na citlivé (s MIC v hodnotach
oznacenych zelen€), intermediélni (s MIC v hodnotach oznacenych modre) a rezistentni. U
antimikrobik, kde nejsou koncentrace barevné rozdéleny, nejsou breakpointy pro stafylokoky
a streptokoky stanoveny a ti¢innost antimikrobialni latky 1ze posoudit pouze individualné

podle hodnoty MIC.

Tab. 2: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Staphylococcus spp.

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

PEN [OXA*|AMP |CMP | TET | VAN | ERY | CLI | CIP | GEN | TEI** | SXT

4
0.125 2 . . .
0.063| 0.5 2 1 0.5 2 0.25 | 0.25 | 0.25 1 2 4
0.031| 0.25 1 0.5 | 0.25 1 ]0.125|0.125/0.125| 0.5 1 2
0.015( 0.125 | 05 | 0.25 |0.125| 0.5 [0.063|0.063|0.063| 0.25 | 0.5 1

*plati pro S. aureus a S. lugdunensis; pro koagulaza negativni stafylokoky je C <2 mg/L a R >2 mg/L
** plati pro S. aureus a S. lugdunensis; pro koaguldza negativni stafylokoky je C <4 mg/L a R >4 mg/L



Tab. 3: Breakpointy antimikrobialnich latek pro beta-hemolytické streptokoky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PEN | OXA
16
8
4
025 | 2 8
0.125| 1 4
0.063| 0.5 2 .
0031|025 | 1 05 | 025| 1 |0.125|0.125|0.125| 05 1 2
0.015|0.125| 0.5 | 0.25 |0.125| 0.5 |0.063|0.063|0.063| 0.25 | 0.5 1
Tab. 4: Breakpointy antimikrobialnich latek pro viridujici streptokoky
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.031

0.25

0.25

0.125

0.125

0.015

0.125

0.125

0.063

0.063




Tab. 3: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Streptococcus pneumoniae

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

0.25 2
0125 1 05 | 05 .
0.063 | 0.5 2 0.5 0.25 | 0.25 | 0.25
0.031 | 0.25 1 05 025 1 |0.125/0.125|0.125| 05 1 2
0.015/0.125| 0.5 | 0.25 |0.125| 0.5 |0.063|0.063|0.063| 0.25 | 0.5 1

*Penicilin — meningitidy C<0,06 mg/L a R >0,06 mg/L; v ostatnich piipadech C<0,06 mg/L a R >2 mg/L

Ovéreni funkénosti a kontrola kvality

Funk¢nost vyvijeného setu byla ovéfena stejnym zpisobem jako je provadéna pravidelna
tydenni kontrola kvality vyrobenych seti do doby exspirace testovanim kontrolnich kmenu
Staphylococcus aureus ATCC 29213 a Streptococus pneumoniae ATCC 49619, které jsou
pfesné¢ definovany a hodnoty MIC k nékterym antimikrobidlnim latkdm jsou uvedeny
Vv laboratornich standardech CLSI a EUCAST. Stanovené hodnoty MIC jednotlivych
antimikrobik musi byt v rozmezi definovanych hodnot MIC referen¢nich kmenti dle CLSI a

EUCAST.

Referenéni rozmezi hodnot MIC kontrolnich kmenu S. aureus a S. pneumoniae (mg/l) je
vyznaceno v tabulkach 6 a 7 Sedou barvou. Pokud u nékterych antimikrobialnich latek neni
pro néktery z kontrolnich kmenii vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné

dob¢ jesté stanoveny hodnoty MIC kontrolniho kmene k témto antimikrobikim.



Tab. 6: Rozmezi MIC u kmene Staphylococcus aureus ATCC 29213

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PEN | OXA|AMP |CMP | TET | VAN | ERY | CLI | CIP |GEN | TEI | SXT
2 16 64 32 16 64 8 8 8 32 64 | PK
1 8 32 16 8 32 4 4 4 16 32 64
0.5 4 16 8 4 16 2 2 2 8 16 32
0.25 2 8 4 2 8 1 1 1 4 8 16
0125| 1 4 2 1 4 05 | 05 | 05 2 4 8
0.063| 0.5 2 1 0.5 2 0.25 | 0.25 | 0.25 1 2 4
0.031] 0.25 1 0.5 | 0.25 1 |0.125/0.125|0.125| 0.5 1 2
0.015/0.125| 0.5 | 0.25 |0.125| 0.5 |0.063[0.063|0.063| 0.25 | 0.5 1

Tab. 7: Rozmezi MIC u kmene Streptococus pneumoniae ATCC 49619

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PEN | OXA|AMP |CMP | TET | VAN | ERY | CLI | CIP |GEN | TEI | SXT
2 16 64 32 16 64 8 8 8 32 64 | PK
1 8 32 16 8 32 4 4 4 16 32 64
0.5 4 16 8 4 16 2 2 2 8 16 32
0.25 2 8 4 2 8 1 1 1 4 8 16
0125 1 4 2 1 4 05| 05 | 05 2 4 8
0.063| 05 2 1 0.5 2 025 | 0.25 | 0.25 1 2 4
0.031| 0.25 1 05 | 0.25 1 ]0.125|0.125|0.125| 0.5 1 2
0.015]0.125| 0.5 | 0.25 |0.125| 0.5 |0.063 [0.063|0.063| 0.25 | 0.5 1

0,06-

0,25




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 antimikrobidlnich latek).

Exspirace

6 mésicl od data vyroby

Zpisob likvidace

Pouzité sety se likviduji jako infekéni material.

Srovnani ,,novosti postupii“

Set ke stanoveni MIC grampozitivnich patogent — stafylokoki a streptokokd — obsahuje
specidlné vybrané testované antimikrobialni latky a umoziuje testovani citlivosti/rezistence
bakteridlnich izolath k antimikrobidlnim latkdm, které jsou bézné uzivany k lécbe
onemocnéni lidi zptsobenych témito bakterialnimi druhy. Vyvoj a vyroba nového setu ke
stanoveni rezistenci grampozitivnich huménnich bakteridlnich patogent k antimikrobiklim
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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