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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 2 4
05 | 05 4 0,5 1 2 2 1 2 4 1 2
0,25 | 0,25 2 025 | 0,5 1 1 0,5 1 2 0,5 1
0,125|0,125| 1 |0,125,025| 05 | 055 | 0,25 | 0,5 1 025 | 05

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce mg/l.
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

PK pozitivni kontrola riistu



Technicka dokumentace

Ucel pouziti:

Laboratorni in vitro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) pro urceni
citlivosti/rezistence bakterialnich anaerobnich patogent hospodaiskych zvifat mikrodilu¢ni
metodou na k antimikrobialnim latkam, které je nezbytné pro efektivni 1é¢bu a vyznamnou
meérou prispiva k omezeni nezddouciho Sifeni rezistenci k antimikrobialnim latkdm

Vv bakterialnich populacich.

Popis vvrobku:

Set ke stanoveni minimalnich MIC bakteridlnich anaerobnich patogenii hospodatskych zvifat
S originalnim vybérem testovanych antimikrobidlnich latek umoziluje testovani rezistenci
veterinarnich antimikrobik, ktera jsou uzivana k 1é¢b¢ infekei hospodaiskych zvirat
zptisobenych anaerobnimi bakteriemi a jejichz 1ékové formy jsou v CR registrovany. V setech
jsou také zastoupena antimikrobika, jejichz testovani ma vyznam pro predikci jejich u¢innosti
a z epidemiologickych divodi nebo antimikrobika, ktera se terapeuticky pouZivaji v humanni
mediciné a jejich testovani ma vyznam ve vztahu k moZnosti pfenosu rezistentnich kmenti
mezi lidmi a zvifaty. Vyvoj a vyroba novych setl ke stanoveni rezistenci bakterialnich
anaerobnich patogenii hospodafskych zvifat reaguje na aktualni potiebu veterinarnich
diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni problému, které mize jinym dostupnym
diagnostickym prostfedkiim na stanoveni rezistence nebo citlivosti u anaerobnich bakterii
konkurovat kvalitou provedeni, originalitou, umoznénim vysetieni rychlou a spolehlivou
metodou a predevsim cenovou dostupnosti. Sety budou vyrabény Vv jedné modifikaci pro

vSechny anaerobni bakterie.

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 kmenti 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 Cistoty 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 antimikrobidlni latky
(objem rozpustidla jiného nez voda je co nejmensi a dale se fedi vodou na potiebnou 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) nebo 10 mg/L (K 10) fedénim ve sterilni

destilované vodeé, ze které se pripravi 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 ptipravuji fedénim v médiu a jsou aplikovany do

piislusnych jamek na desti¢ce v objemu 0,2 ml. Plnéni jednotlivych jamek desti¢ek z velkych

zkumavek je provadéno laboratornim rozpliovacim piistrojem 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

1 2 3 4 5 6 I 8 9 10 11 12
SXT
AMP | PNC | EFT | VAN | CLI |[IMER| TIG |ENR | TIA | TYL | FFC
TRI | SUL
K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 PKR
04 04 3.2 04 0,8 1,6 1,6 0,8 1,6 3.2 0,8
K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 2432*
0,2 0,2 1,6 0,2 0,4 0,8 0,8 0,4 0,8 1,6 0,4 1,6 12,5
K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 2432
0,1 0,1 0.8 0,1 0,2 04 04 0,2 04 0,8 0,2 0,8 6,25
K 10 K10 | K1000 | K10 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 2432
5 5 04 5 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 04 0,1 04 3,125
K 10 K10 | K1000 | K10 K10 | K1000 | K1000| K10 | K1000 | K1000 | K10 | K 1000 | K 2432
2,5 2,5 0,2 2,5 5 0,1 0,1 5 0,1 0,2 5 0,2 1,6
K 10 K10 | K1000 | K10 K 10 K10 K 10 K10 K10 | K1000 | K10 | K 1000 | K 2432
1,25 1,25 0,1 1,25 2,5 5 5 2,5 5 0,1 2,5 0,1 0,8
K 10 K10 K 10 K10 K 10 K10 K 10 K10 K10 K 10 K10 K10 | K2432
0,625 | 0,625 5 0,625 0,25 2,5 2,5 0,25 2,5 5 0,25 5 04
K 10 K10 K 10 K10 K 10 K10 K 10 K10 K 10 K10 K10 K10 | K2432
0,31 0,31 2,5 0,31 0,625 0,25 0,25 0,625 0,25 2,5 0,625 2,5 0,2

*Ptiprava pracovni koncentrace 2432 mg/L (K 2432): 121,6 mg sulfamethoxazolu

rozpusténych v 10 ml dedtilované vody se nafedi médiem do 40 ml













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 desti¢kach jsou rizna fedéni
antimikrobialnich latek v zivném médiu v objemu 0,2 ml. Po inokulaci vSech jamek v desti¢ce
testovanym kmenem a nésledné kultivaci je vizualn¢ hodnocen rist bakterialni kultury

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




SloZeni setu:

Brucella Broth Base 459

Hemin Spg
Vitanim K3 1 ug
Lyzovana konska krev 50 mi
Destilovana voda ad 1000 ml

ampicilin 0,125 - 16 mg/L
penicilin 0,125 - 16 mg/L
ceftiofur 1-128 mg/L
vankomycin 0,125 - 16 mg/L
klindamycin 0,25 - 32 mg/l
meropenem 0,5—64 mg/L
tigecyklin 0,5—64 mg/L
enrofloxacin 0,25 - 32 mg/L
tiamulin 0,5-64 mg/L
tylosin 1-128 mg/L
florfenikol 0,25 - 32 mg/L

trimethopri/sulfamethoxazol 1/19

Kone¢né pH 7,5+ 0,1

Pracovni postup:

0,5 — 32 mg/L (koncentrace pro trimethoprim)

Inokulum v objemu 10 pl se naockuje do vSech jamek mikrotitra¢ni desti¢ky tak, aby
vysledna koncentrace inokula byla 5 x 10° CFU v jamce. Desticky se opatii vickem bez lepici
folie a inkubuji se anaerobné pii teploté 34 °C - 37 °C po dobu 72 h + 2 h (pokud se pro
testovany bakteridlni druh neuvadi jinak). Vysledky se odecitaji po dosaZeni dostatecného
nartstu mikroorganismu (usazenina nebo zietelny zakal) a po ovéfeni bakteridlni Cistoty a
piislusné koncentrace inokula. Zjisténa hodnota MIC pfedstavuje nejnizsi koncentraci
antimikrobialni latky, kterd pln€ inhibuje viditelny rist testovaného mikroorganismu.

Interpretace vysledkt do kategorii citlivosti vyZaduje pouziti tzv. klinickych breakpointi



antimikrobialnich latek. VySetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za predpokladu, Ze

ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému.
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Kontrola kvality setu:

Kvalita vysledk se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC

antimikrobialnich latek u referenéniho kmene Clostridium difficile ATCC 700057.

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 mésict od data vyroby



Ovéreni funk¢énosti

Funk¢nost vyrobku je ovétena pravidelnym tydennim sledovanim a kontrolou kvality u v§ech
vyrobenych $arzi. Kontrola kvality se provadi testovanim kontrolniho kmene Clostridium
difficile ATCC 700057, ktery je piesné definovan a jeho hodnoty MIC k antimikrobialnim
latkdm 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 (mg/1) je vyznaceno v nasledujici tabulce
Sedou barvou (Tab. 3). Pokud u nékterych antimikrobialnich latek neni pro néktery
z kontrolnich kment vyznaceno $edé rozmezi hodnot MIC, nebo pro kontrolni kmen

k dispozici dostupna data.

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

1 1 8 1 2 4 4 2 4 8 2 4
05 | 05 4 0,5 1 2 2 1 2 4 1 2
0,25 | 0,25 2 025 | 0,5 1 1 0,5 1 2 0,5 1

0,125|0,125| 1 |0,125,025| 05 | 05 | 0,25 | 0,5 1 025 | 05
< <




Interpretaéni kritéria - breakpointy

Interpretace vysledkii do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii
antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI). VySetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za
predpokladu, ze prislusné 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¢), intermedidlni (s MIC

v hodnotach oznacenych modfe) a rezistentni (Tab. 4). U antimikrobik, kde nejsou
koncentrace barevné rozdéleny, nejsou breakpointy pro anaerobni bakterie stanoveny a

ucinnost antimikrobialni latky 1ze posoudit pouze individudlné podle hodnoty MIC.

Tab. 4: 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 1 8 1 2 4 4 2 4 8 2 4
05 | 05 4 0,5 1 2 2 1 2 4 1 2
0,25 | 0,25 2 0,25 | 05 1 1 0,5 1 2 0,5 1
0,125/0,125| 1 0,125/ 025 | 05 | 05 | 025 | 0,5 1 0,25 | 05




Srovnani ,,novosti postupi

Set ke stanoveni MIC anaerobnich obsahuje specialn¢ vybrané testované antimikrobidlni
latky a umoziuje testovani citlivosti/rezistence bakteridlnich izolati k veterinarné
specifickym antimikrobidlnim latkdm, které jsou uzivany k 1é¢bé onemocnéni zplisobenych
zvitat klostridiemi nebo jinymi anaerobnimi bakteriemi a jejichZz lékové formy jsou v CR
registrovany nebo je jejich testovani vhodné z hlediska sledovani moznosti 1é¢by infekci
zpusobenych klostridiemi u lidi. V soucasné dobé jsou k testovani rezistenci anaerobnich
bakterii ve veterinarni i v humanni medicing 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’ finan¢né (e-testy) nebo technicky (agarové diftzni
metoda) mnohem vyhodné&jsi a vhodnéjsi pro rutinni pouziti v diagnostickych laboratotich,
zatim neni doporucovana jako diagnosticky standard, pfedev§im proto, Ze dosud nebyly
stanoveny harmonizované postupy pro tuto metodu u anaerobnich bakterii. V ramci testovani
piesnosti stanoveni MIC u anaerobnich bakterii mikrodilu¢ni metodou, specifity a stability
vyvijenych testli byla kvalita predkladané metodiky ovéfena srovnanim vysledkt stanoveni
MIC u anaerobnich bakterii rodu Clostridium spp. svysledky dosazenymi paralelnim
vySetfovanim testovanych kmen pomoci komeréné vyrabénych e-testd i s vysledky
dosazenymi stanovenim MIC kmenti agarovou difiizni metodou. Vyvoj a vyroba nového setu
ke stanoveni rezistenci anaerobnich bakterii k antimikrobiklim reaguje na aktualni potiebu
veterinarnich diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni problému, jinym metoddm stanoveni
MIC u anaerobnich bakteridlnich patogenti konkurovat kvalitou provedeni, originalitou a

pfedevs§im cenovou dostupnosti.



Metody vySetfeni citlivosti/rezistence anaerobnich patogent k antimikrobidlnim latkdm a
Vv neposledni fadé také interpretace zjisténych vysledkd nejsou v soucasné dobé jednotné a
neposkytuji proto relevantni vysledky pro klinickou veterinarni praxi. V predkladané
metodice je navrzeno komplexni harmonizované feSeni metod vzorkovani, vysetfeni a
interpretace vysledkd rezistence/citlivosti bakterialnich ptivodci mastitid s vyznamem pro
humanni i veterinarni oblast. Realizaci téchto metod bude dosazena potiebna uroven vysledki
ke sledovani a vyhodnoceni Sifeni rezistenci k antimikrobidlnim latkdm v bakterialnich

populacich.

Reference:

CLSI, 2012a. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic
Bacteria; Approved Standard — Eighth Edition. M11-A8, vol. 32, No. 2. Clinical and
Laboratory Standards Institute, Wayne 2012: 39 pp.

CLSI, 2012b. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty
Second Informational Supplement. M 100-S22, vol. 32, No 3. Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne 2012: 184 pp.

CLSI, 2013a. Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests
for Bacteria Isolated from Animals; Informational Supplement. Vet 01-A4, vol. 33, No. 7.
Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne 2013: 73 pp.

CLSI, 2013b. Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility
Tests for Bacteria Isolated from Animals; Informational Supplement. Vet 01-S2, vol. 33, No
8. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne 2013: 63 pp.

CLSI 2016: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; M 100, 26th
Edition. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne 2016: 251 pp.

EUCAST - Antimicrobial wild type distributions of microorganisms. Version 5.13. [Database
online]. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, [cit. 2017-12-07].
available in www: <http://217.70.33.99/Eucast2/>



http://217.70.33.99/Eucast2/

Vyzkumny astav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz




