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Cil vyvoje funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funkcéniho vzorku diagnostického setu na stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) u bakteridlnich anaerobnich patogent hospodaiskych zvitat byla snaha o
zkvalitnéni, zjednoduSeni a =zlevnéni diagnostiky rezistenci anaerobnich bakterii k
antimikrobikiim. Byl navrzen diagnosticky nastroj, umoznujici jednorazové stanovit MIC
dvanacti antimikrobilalnich latek mikrodiluéni metodou a na zakladé¢ vysledki MIC

vyhodnotit citlivost/rezistenci vySetfovaného kmene k testovanym antimikrobikiim.

Ukel pouziti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolati bakteridlnich
anaerobnich patogenti hospodaiskych zvifat mikrodiluéni metodou k antimikrobialnim
latkam, které je nezbytné pro efektivni 1écbu a vyznamnou mérou piispivd k omezeni

nezédouciho Sifeni rezistenci k antimikrobialnim latkam v bakteridlnich populacich.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitra¢ni desti¢ka s 96 jamkami - 12 sloupct (1-12) a 8 fadku (A-H).
Ve sloupcich je v ristovém médiu nafedéno dvanact navrZzenych antimikrobialnich latek v
objemu 200 pl, u jedenacti antimikrobidlnich latek (sloupce 1-11) je na desti¢ce 8 fedéni
(fadky A-H) a u jedné antimikrobidlni latky (sloupec 12) je 7 fedéni (fadky B-H) a v fadku A
je jamka s 200 pl média bez antimikrobialni latky slouzici jako pozitivni kontrola rastu
testovanych bakterii. PoCatecni koncentrace jednotlivych antimikrobidlnich latek na desticce
jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi
breakpointu citlivosti/rezistence podle zavaznych mezinarodnich metodik CLSI a EUCAST
rozmezi hodnot MIC bakterialnich kmenii povinné testovanych v ramci kontroly kvality (Tab.
1). Pro anaerobni bakterie je pouZito ristové médium Brucella Broth obohacené heminem a

vitaminem K1 (CLSI, EUCAST).



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

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

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

05 05 4 05 1 2 2 1 2 4 1 2
025 025 2 025 05 1 1 05 1 2 05 1
0,125 0,125 1 0125 025 05 05 025 05 1 025 05

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce mg/1.
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



Interpretace vysledki

Interpretace vysledkii do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointi
antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI). VySetfovany kmen bakterie lze kategorizovat za
piedpokladu, ze ptislusné 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 zelen¢), intermedialni (s MIC v
hodnotach oznacenych modre) a rezistentni (Tab. 2). U antimikrobik, kde nejsou koncentrace
barevné rozdéleny, nejsou breakpointy pro anaerobni bakterie stanoveny a ucinnost

antimikrobidlni latky lze posoudit pouze individualn¢ podle hodnoty MIC.

Tab. 2: Breakpointy antimikrobialnich latek pro anaerobni bakterie

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

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 2 4 4 2 4

0,25 (0,25 025 |05 |1 1 05 |1 05 |1

8 8

05 |05 |4 05 |1 2 2 1 2 4 1 2
2 2
1 1

0,125 0,125 0,125|0,25 |05 |05 0,25 |0,5 0,25 (0,5

Ovéreni funkénosti a kontrola kvality

Funk¢nost vyvijeného setu byla ovéfena stejnym zplsobem jako je provadéna pravidelna
tydenni kontrola kvality vyrobenych setii do doby exspirace testovanim kontrolniho kmene
Clostridium difficile ATCC 700057, ktery je ptesn¢ 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 referenénich kmenu dle CLSI a EUCAST.



Stanovené rozmezi hodnot MIC kontrolniho kmene C. difficile (mg/l) je vyznaceno v tabulce
(Tab. 3) Sedou barvou. Pokud u nékterych antimikrobidlnich latek neni pro néktery z
kontrolnich kment vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné dobé¢ jeste

stanoveny hodnoty MIC kontrolniho kmene k témto antimikrobikim.

Tab. 3: Rozmezi MIC u kmene Clostridium difficile ATCC 700057
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

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

0,5 05 |4 0,5 1 2 2 1 2 4 1 2

0,25 (0,25 |2 0,25 (05 |1 1 05 |1 2 05 |1

0,125|0,125 |1 0,125(0,25 |05 (05 (0,25 |05 1 0,25 0,5
< <

Skladovani

Sety skladovat zamrazené pii teplot¢ — 80. Po rozmrazeni a temperovani setu na kultivacni
teplotu je nutné provést inokulaci destiCky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi op€tovné zmrazit

(riziko degradace antimikrobialnich latek).

Exspirace

6 mé&sict od data vyroby.

Zpiusob likvidace

Pouzité sety se likviduji jako infekéni material.



Srovnani ,,novosti postupi“

Set ke stanoveni MIC anaerobnich bakteridlnich patogenti obsahuje specidlné vybrané
testované antimikrobidlni latky a umoznuje testovani citlivosti/rezistence bakteridlnich izolatt
k veterinarné specifickym antimikrobidlnim latkam, které jsou uzivany k 1écbé onemocnéni
zpusobenych zvitat klostridiemi nebo jinymi anaerobnimi bakteriemi a jejichz 1ékové formy
jsou v CR registrovany nebo je jejich testovani vhodné z hlediska sledovani moznosti 1é&by
infekci zpisobenych klostridiemi u lidi. V soufasné¢ dobé 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
difiznim testem. Pouziti mikrodilu¢ni metody, ktera je bud’ finanéné (e-testy) nebo technicky
(agarova difuzni metoda) mnohem vyhodnéjsi a vhodné&jsi pro rutinni pouziti v
diagnostickych laboratotich, zatim neni doporu¢ovana jako diagnosticky standard, predevsim
proto, ze dosud nebyly stanoveny harmonizované postupy pro tuto metodu u anaerobnich
bakterii. V ramci testovani pfesnosti stanoveni MIC u anaerobnich bakterii mikrodilu¢ni
metodou, specifity a stability vyvijenych testd byla kvalita pifedkladané metodiky ovéfena
srovnanim vysledkd stanoveni MIC u anaerobnich bakterii rodu Clostridium spp. s vysledky
dosazenymi paralelnim vySetfovanim testovanych kmeni pomoci komeréné vyradbénych e-
testll 1 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 laboratoii a nabizi feSeni problému, které miize
konkurovat jinym metodam stanoveni MIC u anaerobnich bakterialnich patogenti konkurovat

kvalitou provedenti, originalitou a pfedev§im cenovou dostupnosti.

Metody vySetfeni citlivosti/rezistence anaerobnich patogent k antimikrobidlnim latkam a v
neposledni fad¢ také interpretace zjiSténych vysledkil nejsou v soucasné dobé jednotné a
neposkytuji proto relevantni vysledky pro klinickou veterinarni praxi. VyuZitim
predkladaného funkéniho vzorku je mozné provadét komplexni vySetifovani nebo monitoring
rezistence/citlivosti bakterialnich anaerobnich patogend zvifat s vyznamem pro humanni i
veterindrni oblast. Realizaci téchto metod bude dosazena potfebna troven vysledki ke
sledovani a vyhodnoceni S$ifeni rezistenci k antimikrobidlnim latkdm v bakteridlnich

populacich.
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