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Set ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u Enterococcus spp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PNC |AMP | TIG |GEN |CMP | TET | ERY | CIP | VAN | TEI | LNZ | FUR
4 16 4 128 | 32 16 4 16 32 32 32 | PK
2 8 2 64 16 8 2 8 16 16 16 | 128
1 4 1 32 8 4 1 4 8 8 8 64
0,5 2 0,5 16 4 2 0,5 2 4 4 4 32
0,25 1 0,25 8 2 1 0,25 1 2 2 2 16
0,125| 05 |0,125| 4 1 0,5 [0,125] 0,5 1 1 1 8
0,063| 0,25 |0,063| 2 05 ]0251]0,063|025| 05 | 05 | 05 4
0,031]0,125]0,031| 1 0,25 |0,125/0,031|0,125| 0,25 | 0,25 | 0,25 2

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce mg/I.
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penicillin

ampicillin

tigecycline

gentamicin

chloramphenicol

tetracycline

erytromycin

ciprofloxacin

vancomycin

teicoplanin

linezolid

nitrofurantoin

pozitivni kontrola ristu




Technicka dokumentace

Ucel pouziti:

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolati Enterococcus spp.
mikrodiluéni metodou k antimikrobialnim latkam, které je nezbytné pro efektivni 1écbu a
vyznamnou mérou piispiva k omezeni nezadouciho $iteni rezistenci k antimikrobidlnim

latkam v bakteridlnich populacich.

Popis vvrobku:

Set ke stanoveni minimalnich MIC bakterii rodu Enteroccus spp. s origindlnim vybérem
testovanych antimikrobialnich latek umoziuje testovani rezistenci téchto bakterii k
antimikrobiktim, ktera jsou uzivana k 1é¢b¢ infekci lidi zpisobenych enterokoky. V setu jsou
také zastoupena antimikrobika, jejichz testovani méa vyznam pro predikci jejich Gi€innosti a

z epidemiologickych divodi ke zjistovani fenotypové rezistence a jejiho Siteni

v bakterialnich populacich. Vyvoj a vyroba nového setu ke stanoveni rezistenci bakterii
Enterococcus spp. reaguje na aktualni potfebu diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni
problému, které mize jinym dostupnym diagnostickym prostfedkiim na stanoveni rezistence
nebo citlivosti cilové skupiny bakterialnich patogenti konkurovat kvalitou provedeni,
originalitou, umoznénim vysetieni rychlou a spolehlivou metodou a ptiznivou cenou. Sety

budou vyrabény Vv jedné modifikaci pro v§echny druhy rodu Enterococcus.

Na mikrotitrac¢ni desticce s 96 jamkami - 12 sloupct (1-12) a 8 fadka (A-H) jsou ve sloupcich
dvojkové fedici fady navrzenych antimikrobialnich latek, v jamce Al2 je ristové médium bez

antimikrobialni latky slouZici jako pozitivni kontrola ristu testovanych bakterii.



Pocate¢ni koncentrace a pocet fedéni jednotlivych antimikrobialnich latek na desti¢ce jsou

rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC vysetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi
breakpointu citlivosti/rezistence podle zavaznych mezinarodnich metodik Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) a European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) a rozmezi hodnot MIC bakterialnich kment povinné testovanych v ramci kontroly
kvality.

Podminky vvroby:

Veskeré prace na piiprave a vyrobé MIC sett (pfiprava roztokl antibiotik a jejich aplikace na

desticky) probihaji v prostorach se zajisténou filtraci vzduchu (tfida ¢istoty A).






Zasobni koncentrace antimikrobialnich latek:

Zasobni vysoké koncentrace vSech antimikrobidlnich latek (1000 — 10000 mg/L) se pfipravuji
ze substanci antimikrobialnich latek, které obsahuji znamé mnozZstvi antimikrobidlni latky.
Substance se rozpousti ve vhodném rozpustidle podle chemické povahy antimikrobialni latky
(objem rozpustidla jiného nez voda je co nejmensi a dale se fedi vodou na pottebnou vychozi
koncentraci, kterd bude aplikovana na desticku). Roztoky se zasobnimi koncentracemi
antimikrobialnich latek jsou uloZeny v -80 °C. Postup pfipravy koncentraci antimikrobidlnich

latek a jejich uchovani vychazi z metodik CLSI a EUCAST.
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Priprava setd na stanoveni MIC:

Ze zasobnich koncentraci antimikrobidlnich latek 10 000 mg/L se pfipravuji pracovni
koncentrace antimikrobik 1 000 mg/L (K 1 000), 10 mg/L (K 10) nebo 1 mg/L (K 1)
fedénim ve sterilni destilované vodé, ze které se piipravi finalni koncentrace antimikrobik -
viz popis vyrobku a tabulka s koncentracemi antimikrobik - v objemu 25 ml do 96 velkych
zkumavek (tabulka 2). Finalni koncentrace antimikrobik se pfipravuji fedénim v médiu a jsou
aplikovany do pfislusnych jamek na desti¢ce v objemu 0,1 ml. PInéni jednotlivych jamek
desticek z velkych zkumavek je provadéno laboratornim rozpliovacim pfistrojem
DYNATECH Laboratories 1036 Quick spenze IIE dle navodu vyrobce. Rozplnéné desky

opatiené vickem jsou baleny po 5 kusech do smrstitelné folie a ulozeny v -80 °C.

Tab. 2: Objem antimikrobik ( ml) v jednotlivych jamkach desticky v celkovém objemu 25 ml

PNC | AMP | TIG | GEN |CMP | TET | ERY | CIP | VAN | TEI | LNZ | FUR

K 1000 | K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000
0,1 0,4 0,1 3.2 0,8 0,4 0,1 0,4 0,8 0,8 0,8 PK

K10 | K1000 | K10 | K1000 | K1000 | K1000| K10 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K1000

K10 | K1000 | K10 | K1000 | K1000 | K1000| K10 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K1000
2,5 0,1 2,5 0,8 0,2 0,1 2,5 0,1 0,2 0,2 0,2 1,6

K10 K10 K10 | K1000 | K1000 | K10 K10 K10 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K1000

1,25 5 1,25 0,4 0,1 5 1,25 5 0,1 0,1 0,1 0,8
K10 K10 K10 | K1000 | K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10 | K1000
0,625 2,5 0,625 0,2 5 2,5 0,625 2,5 5 5 5 04

K10 K10 K10 | K1000 | K10 K10 K10 K 10 K 10 K10 K10 | K1000
0,31 1,25 0,31 0,1 2,5 1,25 0,31 1,25 2,5 2,5 2,5 0,2

K10 K10 K10 K10 K 10 K10 K10 K10 K10 K10 K10 | K1000
0,16 0,625 0,16 5 0,25 0,625 0,16 0,625 0,25 0,25 0,25 0,1

K10 K10 K10 K10 K 10 K10 K10 K10 K10 K10 K 10 K10
0,08 0,31 0,08 2,5 0,625 0,31 0,08 0,31 0,625 | 0,625 | 0,625 5













Princip metody:

Mikrodilu¢ni metoda umoziuje stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace antimikrobialnich
latek v malych objemech na mikrotitracni 96-jamkové desticce s konickym dnem. Volba
antimikrobialnich latek zastoupenych v setu je originalni. V destickach jsou rtizna fedéni
antimikrobialnich latek v zivném médiu v objemu 0,1 ml. Po inokulaci vSech jamek v desti¢ce

testovanym kmenem a nésledné kultivaci je vizualn¢ hodnocen rist bakterialni kultury

Vv kazdé jamce. Metoda je zcela v souladu s platnymi laboratornimi normami vydavanymi
CLSl a EUCAST.




SloZeni setu:

Mueller-Hinton 11 Broth Cation Adjusted (CAMHB) 22 9

Destilovana voda ad 1000 ml
penicillin 0,031 -4 mg/L
ampicillin 0,125 - 16 mg/L
tigecycline 0,031 -4 mg/L
gentamicin 1-128 mg/L
chloramphenicol 0,25 —-32 mg/L
tetracycline 0,125 - 16 mg/L
erytromycin 0,031 -4 mg/L
ciprofloxacin 0,125 - 16 mg/L
vancomycin 0,25 —-32 mg/L
teicoplanin 0,25 —-32 mg/L
linezolid 0,25 - 32 mg/L
nitrofurantoin 2128 mg/L

Kone¢né pH 7,2 + 0,1

Pracovni postup:

Inokulum v objemu 5 ul se naockuje do vSech jamek mikrotitra¢ni desticky tak, aby vysledna
koncentrace inokula byla 5 x 10° CFU v jamce. Desti¢ky se opatii vickem nebo lepici folii a
inkubuji se aerobné pfi teploté 34 °C - 37 °C po dobu 18 h + 2 h. Vysledky se odecitaji po
dosazeni dostate¢ného naristu mikroorganismu (usazenina nebo zietelny zakal) a po ovétreni
bakteridlni Cistoty a ptislusné koncentrace inokula. Zjist€éna hodnota MIC ptredstavuje nejnizsi
koncentraci antimikrobidlni latky, ktera plné€ inhibuje viditelny rust testovaného
mikroorganismu. Interpretace vysledka do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych
breakpointll antimikrobidlnich latek. VySetfovany kmen bakterie I1ze kategorizovat za

piedpokladu, Ze ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému.



Kontrola kvality setu:

Kvalita vysledku se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC

antimikrobidlnich latek u referenéniho kmene Enterococcus faecalis ATCC 29212.

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 mésict od data vyroby

Ovéreni funk¢énosti

Funk¢nost vyrobku je ovétrena pravidelnym tydennim sledovanim a kontrolou kvality u v§ech
vyrobenych $arzi. Kontrola kvality se provadi testovanim kontrolniho kmene Enterococcus
faecalis ATCC 29212, ktery je ptesné definovan a jeho hodnoty MIC k antimikrobialnim
latkam jsou uvedeny v laboratornich standardech CLSI a EUCAST. Hodnoty MIC u
jednotlivych antimikrobik musi byt v rozmezi definovanych hodnot MIC dle CLSI a
EUCAST.

Stanovené rozmezi hodnot MIC kontrolniho kmene E. faecalis (mg/1) je vyznaceno
Vv nasledujici tabulce Sedou barvou (Tab. 3). Pokud u nékterych antimikrobialnich 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. 3: Rozmezi MIC u kmene Enterococcus faecalis ATCC 29212:

PNC |AMP | TIG |GEN |CMP | TET | ERY | CIP | VAN | TEI | LNZ | FUR

4 16 4 128 | 32 16 4 16 32 32 32 | PK

2 8 2 64 16 8 2 8 16 16 16 | 128

1 4 1 32 8 4 1 4 8 8 8 64

0,25 1 0,25 2 1 0,25 1 2 2 2 16

0,125| 0,5 ]0,125 0,125| 0,5 1 1 1 8

0,063 | 0,25 0,063 05 /025 ]0,063[025]| 05 | 05 | 05 4
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-
o
(6]

0,031]0,125[0,031 0,25 [0,125/0,031|{0,125| 0,25 | 0,25 | 0,25 | 2

Interpretacni kritéria - breakpointy

Interpretace vysledkl do kategorii citlivosti vyZaduje pouZiti tzv. klinickych breakpoint
antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI). VySetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za
predpokladu, Ze ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému, to
znamena, Ze nize uvedené breakpointy plati pouze pro Enterococcus spp. Breakpointy
rozdeluji izolaty na citlivé (s MIC v hodnotach oznacenych zelen¢), intermedialni (s MIC

v hodnotach oznacenych modie) a rezistentni (Tab. 4). U antimikrobik, kde nejsou
koncentrace barevné rozdéleny, nejsou breakpointy pro enterokoky stanoveny a ucinnost

antimikrobialni latky Ize posoudit pouze individualné podle hodnoty MIC.



Tab. 4: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Enterococcus spp.

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

0,5 0,5

0,25 1 1025 8 2 1 0,25 1 2 2 2 16
0,125| 0,5 |0,125 4 1 05| 0125 | 05 1 1 1 8
0,063 | 0,25 | 0,063 2 05 /025| 0063 02505 05|05 ]| 4
0,031 10,125)/0,031 1 0,25 |0,125]| 0,031 |0,125]0,25]0,25/0,25| 2

*Penicilin C <8 mg/l a R >8 mg/1
**QGentamicin C <128 mg/L a R >128 mg/L
***Erythromycin C <0,5 mg/L, I 1 —4 mg/L a R >4 mg/L

Srovnani ,,novosti postupu*

Set ke stanoveni MIC gramnegativnich patogenti — Enterococcus spp. — obsahuje specidlné
vybrané testované antimikrobidlni latky a wumoziuje testovani citlivosti/rezistence
bakterialnich izolati k antimikrobidlnim latkam, které jsou bé&zné€ uzivany k 1écbé
onemocnéni lidi zpusobenych enterokoky. Vyvoj a vyroba nového setu ke stanoveni
rezistenci Enterococcus spp. k antimikrobikiim reaguje na aktualni potfebu diagnostickych
laboratofi a nabizi feSeni problému novym diagnostickym nastrojem, ktery muze v
soucasnosti dostupnym podobnym vyrobkiim konkurovat kvalitou provedeni, originalitou a

pfiznivou cenou.
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