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Set ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u Streptococcus suis

PEN | AMP | AMC* | EFT | ENR | FFC | CLI | TIA | TIL | TUL | TET | SXT**
4 4 32 16 8 64 16 32 128 | 128 32 PKR
2 2 16 8 4 32 8 16 64 64 16 4
1 1 8 4 2 16 4 8 32 32 8
0,5 0,5 4 2 1 8 2 4 16 16 4 1
0,25 | 0,25 2 1 0,5 4 1 2 8 8 2 0,5
0,125 | 0,125 1 05 | 0,25 2 0,5 1 4 4 1 0,25
0,06 | 0,06 0,5 0,25 | 0,125 1 025 | 05 2 2 0,5 | 0,125
003 | 003 | 025 |0125| 0,06 | 05 |0,125| 0,25 1 1 0,25 | 0,06

Koncentrace antimikrobialnich latek v tabulce jsou uvedeny mg/l.
*koncentrace v tabulce plati pro amoxicilin
**koncentrace v tabulce plati pro trimethoprim

Seznam antimikrobialnich latek:

PEN penicilin

AMP ampicilin

AMC amoxicilin/klavulanova kyselina 2/1
EFT ceftiofur

FFC florfenikol

CLI  klindamycin

TIA  tiamulin

TIL  tilmikosin

TUL tulathromycin

TET tetracyklin

SXT trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19
PKR pozitivni kontrola riistu




Technickd dokumentace

Ugel pouZiti:

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolatt S. suis pochazejicich
Z kinickych vzorkt tkani a krve prasat mikrodiluéni metodou k antimikrobidlnim latkam,
které je nezbytné pro efektivni 1ébu a vyznamnou mérou ptispiva k omezeni nezadouciho

Sifeni rezistenci k antimikrobialnim latkam v bakterialnich populacich.

Popis vyrobku:

Sety ke stanoveni miniméalnich MIC bakterie S. suis s originalnim vybé&rem testovanych
antimikrobialnich latek umoziuji testovani jeho rezistenci k antimikrobiktim, ktera jsou
uzivana k 1é¢bé infekci prasat, které zptsobuje. V setech jsou také zastoupena antimikrobika,
jejichz testovani ma vyznam pro predikei jejich G¢innosti a z epidemiologickych divodu ke
zjistovani fenotypové rezistence a jejiho Sifeni v bakteridlnich populacich. Vyvoj a vyroba
novych setd ke stanoveni rezistenci S. suis reaguje na aktualni potiebu diagnostickych
laboratofi a nabizi feSeni problému, které mtize jinym dostupnym diagnostickym prostiedkiim
na stanoveni rezistence nebo citlivosti S. suis konkurovat kvalitou provedeni, originalitou,
umoznénim vySetfeni rychlou a spolehlivou metodou a pfiznivou cenou. Sety jsou vyrabény

S vyuzitim riistového média Mueller Hinton Broth s lyzovanou kotiskou krvi (5 %).

Na mikrotitraéni desti¢ce s 96 jamkami - 12 sloupci (1-12) a 8 fadki (A-H) jsou ve sloupcich
dvojkové fedici fady navrzenych antimikrobialnich latek, v jamce A12 je ristové médium bez

antimikrobialni latky slouzici jako pozitivni kontrola ristu testovanych bakterii.

Pocatecni koncentrace a pocet fedéni jednotlivych antimikrobialnich latek na desticce 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 vyroby:

Vesker¢ prace na ptipraveé a vyrobé MIC setu (pfiprava roztoku antibiotik a jejich aplikace na

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

Zasobni koncentrace antimikrobialnich latek:

Zasobni vysoké koncentrace vSech antimikrobiélnich latek (1000 — 10000 mg/L) se pfipravuji
ze substanci antimikrobidlnich latek, které obsahuji zndmé mnozstvi antimikrobialni 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 potiebnou vychozi
koncentraci, kterd bude aplikovana na desticku). Roztoky se zasobnimi koncentracemi
antimikrobidlnich latek jsou uloZeny v -80 °C. Postup pfipravy koncentraci antimikrobialnich
latek a jejich uchovani vychazi z metodik CLSI a EUCAST.
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Priprava setd na stanoveni MIC:

Ze z&sobnich koncentraci antimikrobiélnich 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 1). 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

desti¢ek z velkych zkumavek je provadéno laboratornim rozpliovacim ptistrojem
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. 1: Objem antimikrobik ( ml) v jednotlivych jamkach desti¢ky v celkovém objemu 25 ml

PEN [AMP| AMC |EFT |ENR|FFC|CLI | TIA[TYL|TUL [TET| SXT
AMX [CLA* TRI*[SUL*
K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 PK
0,1 0,1 0,8 0,4 0,4 0,2 1,6 0,4 0,8 3,2 3,2 0,8
K 10 K10 | K1000 | K1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 | K 1000 24?2**
5 5 04 0,2 0,2 0,1 0,8 0,2 0,4 1,6 1,6 04 0,1 0.8
K 10 K10 | K1000 | K1000 | K1000| K10 | K 1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000| K10 | K2432
2,5 2,5 0,2 0,1 0,1 5 0,4 0,1 0,2 0,8 0,8 0,2 5 6,25
K10 K10 | K1000 K10 K10 K10 |K1000| K10 |K1000| K1000| K 1000 | K1000| K10 | K2432
1,25 1,25 0,1 5 5 2,5 0,2 5 0,1 0,4 0,4 0,1 2,5 0,4
K 10 K 10 K 10 K 10 K 10 K10 | K1000| K10 K10 | K1000 | K1000| K10 K10 | K2432
0,625 | 0,625 5 2,5 2,5 1,25 0,1 2,5 5 0,2 0,2 5 1,25 0,2
K10 K10 K 10 K 10 K 10 K 10 K 10 K 10 K10 | K1000 | K1000| K10 K10 | K2432
0,31 0,31 2,5 1,25 1,25 0,625 5 1,25 2,5 0,1 0,1 2,5 0,625 0,1
K1 K1 K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10 | K24,32
0,16 0,16 0,25 0,625 0,625 0,31 2,5 0,625 0,25 5 5 0,25 0,31 5
K1 K1 K 10 K 10 K 10 K10 K 10 K 10 K 10 K 10 K 10 K 10 K1 K 24,32
0,8 0,8 0,625 0,31 0,31 0,16 0,25 0,31 0,625 2,5 2,5 0,625 0,16 2,5

*CLA = klavulanova kyselina; TRI = trimetoprim; SUL = sulfamethoxazol.

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

rozpus$ténych v 10 ml destilované vody se nafedi médiem do 40 ml
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Princip metody:

Mikrodiluéni metoda umoziuje stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace antimikrobialnich
latek v malych objemech na mikrotitra¢ni 96-jamkové desti¢ce s konickym dnem. Volba
antimikrobialnich latek zastoupenych v setu je originalni. V desti¢kach jsou rtizna fedéni
antimikrobiélnich latek v Zivném médiu v objemu 0,1 ml. Po inokulaci viech jamek v desti¢ce

testovanym kmenem a nasledné kultivaci je vizualn€ hodnocen riist bakteridlni kultury

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




SlozZeni setu:

Mueller-Hinton 11 Broth Cation Adjusted (CAMHB) 229

Lyzovana koniska krev 50 ml

Destilovana voda ad 1 000 ml

penicilin 0,03 -4 mg/L

ampicilin 0,03 -4 mg/L
amoxicilin/kyselina klavulanova 2/1 0,25-32/0,125 - 16 mg/L
ceftiofur 0,125 - 16 mg/L
enrofloxacin 0,06 — 8 mg/L

florfenikol 0,5-64 mg/L
klindamycin 0,125 - 16 mg/L
tiamulin 0,25 - 32 mg/L
tilmikosin 1-128 mg/L
tulathromycin 1-128 mg/L

tetracyklin 0,25 - 32 mg/L
trimethoprim/sulfamethoxazol v poméru 1/19 0,06 -4/1,14 - 76 mg/L

Kone¢né pH 7,2 £ 0,1

Pracovni postup pouZiti pro vysetieni citlivosti/rezistence:

Inokulum v objemu 5 pl se naockuje do vSech jamek mikrotitraéni 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 pii teploté 34 °C - 37 °C po dobu 18 h + 2 h. Vysledky se odecitaji po
dosazeni dostate¢ného nartistu mikroorganismu (usazenina nebo zietelny zakal) a po ovéteni
koncentraci antimikrobialni latky, kterd pln¢ inhibuje viditelny rtist testovaného
mikroorganismu. Interpretace vysledkt do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych
breakpointll antimikrobialnich latek. VySetfovany kmen bakterie 1ze kategorizovat za

predpokladu, ze prislusné breakpointy jsou pouzity v definovanem fenotypovém systému.



Kontrola kvality setu:

Kvalita vysledki se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC

antimikrobialnich latek u referen¢niho kmene Streptococus pneumoniae ATCC 49619.

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

Oveéreni funkénosti

Funkénost vyrobku je ovéfena pravidelnym tydennim sledovanim a kontrolou kvality u v§ech
vyrobenych SarZi. Kontrola kvality se provadi testovanim kontrolniho kmene Streptococus
pneumoniae ATCC 49619, 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 S. pneumoniae (mg/l) je vyznaceno
v nésledujici tabulce Sedou barvou (Tab. 2). Pokud u nékterych antimikrobialnich latek neni
pro nektery z kontrolnich kmenti vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné

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



Tab. 2: Rozmezi MIC u kmene Streptococus pneumoniae ATCC

PEN | AMP | AMC | EFT | ENR | FFC | CLI | TIA | TIL | TUL | TET | SXT
4 4 32 16 8 64 16 32 128 | 128 32 PKR
2 2 16 8 4 32 8 16 64 64 16 4
1 1 8 4 2 16 4 8 32 32 8 2
0,5 0,5 4 2 1 8 2 4 16 16 4 1
0,25 | 0,25 2 1 0,5 4 1 2 8 8 2 0,5
0,125 | 0,125 1 05 | 0,25 2 0,5 1 4 4 1 0,25
0,06 | 0,06 0,5 0,25 | 0,125 | 1 0,25 | 05 2 2 05 | 0,125
0,03 | 0,03 | 0,25 | 0,425 | 0,06 | 0,5 |0,125 | 0,25 1 1 0,25 | 0,06
0,03- 0,03 0,125 | 0,06
0,125

Interpretace vysledkti do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpoint

Interpretacni kritéria - breakpointy

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 S. suis. Breakpointy rozdéluji izolaty

na citlivé (s MIC v hodnotach oznacenych zeleng), intermedialni (s MIC v hodnotach

oznacenych modie) a rezistentni (Tab. 3). U antimikrobik, kde nejsou koncentrace barevné

rozdéleny, nejsou breakpointy pro streptokoky stanoveny a G¢innost antimikrobialni latky lze

posoudit pouze individualné podle hodnoty MIC.




Tab. 2: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Streptococcus suis

PEN | AMP | AMC | EFT | ENR | FFC | CLI | TIA | TIL | TUL | TET | SXT
4 4 32 16 8 64 16 32 128 | 128 32 PKR
2 2 16 8 4 32 8 16 64 64 16 4
1 1 8 4 2 16 4 8 32 32 8 2
0,5 0,5 4 2 1 8 2 4 16 16 4 1
0,25 | 0,25 2 1 0,5 4 1 2 8 8 2 0,5
0,125 | 0,125 1 05 | 0,25 2 0,5 1 4 4 1 0,25
0,06 | 0,06 | 05 0,25 | 0,125 1 0,25 | 05 2 2 0,5 | 0,125
0,03 | 003 | 0,25 | 0,125 | 0,06 | 0,5 | 0,125 | 0,25 1 1 0,25 | 0,06

citlivy; intermedialni; rezistentni

Srovnani ,,novosti postupi‘

Sety ke stanoveni MIC S. suis obsahuji specialn¢ vybrané testované antimikrobialni latky a

umoziuji testovani citlivosti/rezistence bakterialnich izolati k antimikrobidlnim latkam,

které jsou bézné uzivany k 1é¢bé onemocnéni prasat zptisobenych timto patogenem. Vyvoj a

vyroba novych seta ke stanoveni rezistenci specialné pro S. suis k antimikrobikiim reaguje na

aktualni potfebu diagnostickych laboratofi a nabizi feSeni problému novym diagnostickym

nastrojem, ktery mize v soucasnosti dostupnym podobnym vyrobktim konkurovat kvalitou

provedeni, originalitou a pfiznivou cenou.
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