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Set ke stanoveni MIC antimikrobidlnich latek u bakterialnich patogent psi

a kocek
Seznam antimikrobialnich latek:
1. AMP ampicilin
2. AMC amoxicilin/klavuanova kyselina
3. TET tetracyklin
4. ENR enrofloxacin
5. MAR marbofloxacin
6. COL kolistin
7. CPD cefpodoxim
8. CLI klindamycin
9. NF nitrofurantoin
10. COT trimethoprim/sulfamethoxazol 1:19
11. SUL sulfamethoxazol
12. GEN gentamicin
13. PKR pozitivni kontrola rstu
PKR pozitivni kontrola rastu

Koncentrace antimikrobidlnich latek v tabulce (mg/l) :

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR | COL | CPD | CLI | NF | COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 | 256 | 32 | 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 | 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 |1 05 1 0,5 | 05 1 1 0,5 8 1 32 2
0,25 1025] 05 | 025]025] 05 | 05 | 0,25 4 0.5 16 1

0,12510,125] 0.25 | 0,125 0,125 | 0,25 | 0,25 [ 0,125| 2 0.25 8 0,5

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce mg/l; koncentrace pro amoxicilin/kyselina klavulanova odpovida
koncentraci amoxicilinu; koncentrace pro trimethoprim/sulfamethoxazol odpovidéa koncentraci trimethoprimu

Technicka dokumentace
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Udel pouziti:

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych bakterialnich izolati ze pst a
koc¢ek mikrodilu¢ni metodou k antimikrobialnim latkdm, které je nezbytné pro efektivni 1é¢bu
a vyznamnou mérou piispiva k omezeni nezadouciho §ifeni rezistenci k antimikrobidlnim

latkam v bakterialnich populacich.

Popis vvrobku:

Set ke stanoveni MIC bakterialnich izolath ze pst a kocek s originalnim vybérem testovanych
antimikrobialnich latek umoziluje testovani rezistenci pfedevsim veterinarnich antimikrobik,
ktera jsou uzivana k 16¢b& nemoci psti a kocek a jejichz 1ékové formy jsou v CR registrovany.
V setu jsou také zastoupena antimikrobika, jejichz testovani ma vyznam pro predikci jejich
ucinnosti a z epidemiologickych divodu. V soucasné dobé je k testovani rezistenci
specifickych veterinarnich antimikrobik mozné vyuzit pouze omezenou nabidku setd
zahrani¢ni vyroby, které vétSinou vzhledem k zastoupeni antimikrobik ne zcela odpovidaji
potiebam testovani v Ceské republice. Vyvoj a vyroba nového setu ke stanoveni rezistenci
bakterialnich patogenil psii a kocek reaguje na aktualni potfebu veterinarnich diagnostickych
laboratofi a nabizi feSeni problému, které mize zahranicnim vyrobkim konkurovat kvalitou
provedeni, originalitou a pfedev§im cenovou dostupnosti. Sety budou vyrabény ve dvou
modifikacich, které se budou lisit ve sloZeni Zivného média, v némz budou fedény

antimikrobialni latky:

1. Set ke stanoveni MIC k antimikrobidlnim latkam u ristové nenarocnych bakterii
- CAMHB
2. Set ke stanoveni MIC k antimikrobialnim litkam u ristové naro¢nych bakterii —

CAMHSB s 5 % lyzované konské krve

Na mikrotitrac¢ni desticce s 96 jamkami - 12 sloupct (1-12) a 8 fadka (A-H) jsou ve sloupcich
dvojkové tedici fady dvanacti navrZzenych antimikrobidlnich latek, u jedenécti

antimikrobidlnich latek (sloupce 1-11) je na desti¢ce 8 fedéni (tadky A-H) a u jedné



antimikrobidlni latky (sloupec 12) je 7 tedéni (fadky B-H) a v fadku A je jamka s médiem bez

antimikrobialni latky slouzici jako pozitivni kontrola ristu testovanych bakterii.

Pocate¢ni koncentrace jednotlivych antimikrobidlnich latek na desti¢ce jsou rozdilné a jsou

voleny tak, aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi breakpointi
citlivosti/rezistence podle zdvaznych mezinarodnich metodik Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) a European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) a

rozmezi hodnot MIC bakteridlnich kment povinng testovanych v ramci kontroly kvality.

Podminky vvroby:

Veskeré prace na piiprave a vyrobé MIC setl (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 zndmé mnozstvi antimikrobialni 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 pottebnou vychozi
koncentraci, kterd bude aplikovana na desticku). Roztoky se zasobnimi koncentracemi
antimikrobialnich 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 seti na stanoveni MIC:

Ze zakladnich koncentraci antimikrobialnich latek se pfipravuji fedici fady (dvojkové fedéni)
do kone¢ného poctu 8 (ptipadné 7) fedéni - viz popis vyrobku. Tyto koncentrace jsou
aplikovéany do pfislusnych jamek na desticce v objemu 100 pl. Rozpliovani desticek je
provadéno na laboratornim pfistroji DYNATECH Laboratories 1036 Quick spenze IIE dle
navodu vyrobce. Rozplnéné desky opatiené vickem jsou baleny po 5 kusech do smrstitelné

folie a ulozeny -80 °C.
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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
antimikrobidlnich latek zastoupenych v setu je originalni, vychazi z aktudlné registrovanych
veterindrnich 1écebnych piipravkl pro psy a kocky. V desti¢ce jsou rlizna fedéni dvanacti
antimikrobialnich latek v zivném médiu v objemu 0,1 ml. Po inokulaci vSech jamek v desticce
testovanym kmenem a nasledné kultivaci je vizualn¢ hodnocen rist bakterialni kultury

v kazdé jamce. Metoda je zcela v souladu s platnymi laboratornimi standardy vydavanymi

CLSI a EUCAST.




Reference:
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1. Set ke stanoveni MIC k antimikrobialnim latkam u rastové

nenaro¢nych bakterii — CAMHB

SlozZeni setu:

Mueller-Hinton II Broth Cationt Adjusted (CAMHB) 22¢g

Destilovana voda ad 1000 ml

Ampicilin 0,125 — 16 mg/1

Amoxicilin/klavulanova kyselina 2/1 0,125 — 16 mg/1 (koncentrace pro amoxicilin)
Tetracyklin 0,25 - 32 mg/l

Enrofloxacin 0,125 — 16 mg/1

Marbofloxacin 0,125 — 16 mg/1

Kolistin 0,25 —32 mg/l

Cefpodoxim 0,25 — 32 mg/l



Klindamycin 0,125 - 16 mg/l

Nitrofurantoin 2 —-256 mg/l

Trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19 0,25 — 32 mg/l (koncentrace pro trimethoprim)
Sulfanmethoxazol 8 — 1024 mg/1

Gentamicin 0,5 —-32 mg/l

Kone¢né pH 7,2 £ 0,1

Pracovni postup:

Inokulum v objemu 5 pl se naockuje do vSech jamek mikrotitraéni desticky tak, aby vysledna
koncentrace inokula byla 5 x 10° CFU v jamce. Desticky se opatii vickem nebo lepici folii a
inkubuji se aerobné pii teploté 34 °C - 37 °C po 18 h + 2 h (pokud se pro testovany bakterialni
druh neuvadi jinak). Vysledky se odecitaji po dosazeni dostatecného nartistu mikroorganismu
(usazenina nebo zfetelny zdkal) a po ovéteni bakterialni Cistoty a pfislusné koncentrace

pln¢ inhibuje viditelny riist testovaného mikroorganismu. Interpretace vysledki do kategorii
citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii antimikrobialnich latek. VySetfovany
kmen bakterie 1ze kategorizovat za predpokladu, Ze ptislusné breakpointy jsou pouZity

v definovaném fenotypovém systému.

Kontrola kvality setu:

Kvalita vysledki se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC
antimikrobialnich latek u referen¢niho kmene Escherichia coli (ATCC 25 922; NCTC 12241,
CIP 7624 nebo DSM 1103) a Staphylococcus aureus (ATCC 29213; NCTC 12973; CIP
103429; DSM 2569).

Skladovani:

Sety skladovat zamrazené pfi teploté — 80. Po rozmrazeni a temperovani setu na kultivacni

teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi opétovné zmrazit

(riziko degradace antimikrobidlnich latek).



Exspirace:

6 mésict od data vyroby

Zpusob likvidace:

Pouzité sety se likviduji jako infekéni material.



2. Set ke stanoveni MIC k antimikrobialnim latkam u rustoveé

naroénych bakterii — CAMHB s 5 % lyzované korniské krve
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Set je urcen ke stanoveni MIC u izoléti Streptococcus sp., Pasteurella multocida

SlozZeni setu:

Mueller-Hinton II Broth Cationt Adjusted (CAMHB) 22¢g

Lyzovana konska krev 50 ml

Destilovana voda ad 1000 ml

Ampicilin 0,125 —-16 mg/l

Amoxicilin/klavulanova kyselina 2/1 0,125 — 16 mg/1 (koncentrace pro amoxicilin)

Tetracyklin 0,25 - 32 mg/l



Enrofloxacin 0,125 - 16 mg/l

Marbofloxacin 0,125 — 16 mg/1

Kolistin 0,25 —32 mg/l

Cefpodoxim 0,25 - 32 mg/l

Klindamycin 0,125 - 16 mg/l

Nitrofurantoin 2 —-256 mg/l

Trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19 0,25 — 32 mg/l (koncentrace pro trimethoprim)
Sulfanmethoxazol 8 — 1024 mg/1

Gentamicin 0,5 - 32 mg/l

Kone¢né pH 7,2 £ 0,1

Pracovni postup:

Inokulum v objemu 5 pl se naockuje do vSech jamek mikrotitraéni desticky tak, aby vysledna
koncentrace inokula byla 5 x 10° CFU v jamce. Desticky se opatii vickem nebo lepici folii a
inkubuji se aerobné pii teploté 34 °C - 37 °C po 18 h + 2 h (pokud se pro testovany bakterialni
druh neuvadi jinak). Vysledky se odecitaji po dosazeni dostatecného nartistu mikroorganismu
(usazenina nebo zfetelny zakal) a po ovéfeni bakteridlni Cistoty a piislusné koncentrace

pln¢ inhibuje viditelny riist testovaného mikroorganismu. Interpretace vysledki do kategorii
citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii antimikrobialnich latek. VySetfovany
kmen bakterie 1ze kategorizovat za predpokladu, Ze pfislusné breakpointy jsou pouZity

v definovaném fenotypovém systému.

Kontrola kvality setu:

Kvalita vysledkt se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC
antimikrobialnich latek u referencniho kmene Streptococcus pneumoniae (ATCC 41619; CIP
104340.



Skladovani:
Sety skladovat zamrazené pfi teploté — 80. Po rozmrazeni a temperovani setu na kultivacni

teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi opétovné zmrazit

(riziko degradace antimikrobialnich latek).

Exspirace:

6 mésicl od data vyroby

Zpusob likvidace:

Pouzité sety se likviduji jako infekéni materidl.



Ovéreni funk¢énosti

Funk¢nost vyrobku je ovétena pravidelnym tydennim sledovanim a kontrolou kvality u vSech
vyrobenych Sarzi. Kontrola kvality se provadi testovanim kontrolnich kmend, které jsou
piesné definovany a jejich 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 testovanych kontrolnich kment (mg/1) je vyznaceno

v tabulkéch Sedou barvou. Pokud u nékterych antimikrobidlnich latek neni pro néktery

z kontrolnich kment vyznaceno Sed¢ rozmezi hodnot MIC, neni testovani této latky relevantni
pro urcity bakterialni druh (antimikrobiélni latka neni €inna nebo vhodna pro 1écbu

onemocnéni timto mikroorganismem) nebo nejsou k dispozici dostupna data.

1. Set ke stanoveni MIC k antimikrobidlnim latkam u ristové nenaro¢nych bakterii

- CAMHB

Kvalita vysledki se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC
antimikrobialnich latek u referenéniho kmene Escherichia coli (ATCC 25 922; NCTC 12241,
CIP 7624 nebo DSM 1103) a Staphylococcus aureus (ATCC 29213; NCTC 12973; CIP
103429; DSM 2569).



Escherichia coli — ATCC 25922

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR|COL | CPD | CLI | NF | COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 | 256 | 32 | 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 | 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025] 05 0251025 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,12510,125] 0.25 {0,125]0,125| 0,25 | 0,25 |0,125] 2 0.25 8 0,5

< <

Staphylococcus aureus — ATCC 29213

AMP | AMC | TET | ENR [MAR | COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN

16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 |1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32

4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2
0,25 1025] 05 ]025]1025| 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1
0,12510,125] 0.25 10,125]0,125]| 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2

< <

|
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2. Set ke stanoveni MIC k antimikrobialnim latkam u ristové naro¢nych bakterii —
CAMHSB s 5 % lyzované konské krve

Kvalita vysledki se kontroluje paralelné s testovanym mikroorganismem stanovenim MIC

antimikrobialnich latek u referencniho kmene Streptococcus pneumoniae (ATCC 41619; CIP
104340).

Streptococcus pneumoniae — ATCC 41619

AMP [AMC| TET | ENR [MAR| COL [CPD | CLI | NF |COT|SUL | GEN
16 | 16 | 32 | 16 | 16 | 32 | 32 | 16 | 256 | 32 | 1024 | PKR
8 8 | 16 | 8 8 | 16 | 16 | 8 | 128 | 16 | 512 | 32
4 4 8 4 | 4 8 8 4 |64 | 8 | 256 | 16
2 2 4 2 2 4 4 2 | 32 | 4 | 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 | 2 | 64 4
05 ] 05| 1 |05 05 ] 1 1 | 05 | 8 1 | 32 2
0,25 | 025 | 05 | 025]025]| 05 | 05 ]025| 4 | 05| 16 1

0,125 0,125| 0.25 |0,125/0,125| 025 | 025 [0,125]| 2 |025]| 8 0,5
< < < < <




Interpretacni Kkritéria - breakpointy

Interpretace vysledkii do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointii
antimikrobidlnich latek. VySetfovany kmen bakterie Ize kategorizovat za predpokladu, ze
ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému. Breakpointy
rozdéluji izolaty na citlivé (s MIC v hodnotach oznacenych zelen¢), sttedné citlivé (s MIC
v hodnotach oznacenych modie) a rezistentni. U antimikrobik, kde nejsou koncentrace

barevné rozd¢leny, nejsou breakpointy pro urcité skupiny patogenti definovany.

Breakpointy antimikrobialnich latek pro gramnegativni bakterie

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 05 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025 ] 05 [025]025] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,12510,125| 0.25 10,125|0,125| 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5

Breakpointy antimikrobialnich latek pro Staphylococcus spp.

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 | 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025] 05 [025]025] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,125]10,125| 0.25 10,125|0,125| 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5




Breakpointy antimikrobialnich latek pro beta-hemolytické streptokoky

AMP* | AMC| TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 | 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2

0,25 1025 05 10,25]0,25] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,125 10,125] 0.25 10,125/0,125] 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5

Breakpointy antimikrobialnich latek pro viridujici streptokoky

AMP | AMC | TET | ENR |[MAR| COL |CPD | CLI | NF |COT | SUL | GEN
16 16 32 16 16 32 32 16 256 | 32 | 1024 | PKR
8 8 16 8 8 16 16 8 128 16 | 512 32
4 4 8 4 4 8 8 4 64 8 256 16
2 2 4 2 2 4 4 2 32 4 128 8
1 1 2 1 1 2 2 1 16 2 64 4
0,5 | 0,5 1 0,5 | 0,5 1 1 0,5 8 1 32 2

0251025 05 [ 025]025] 0,5 | 0,5 | 0,25 4 0.5 16 1

0,125 10,125 | 0.25 |0,125]0,125] 0,25 | 0,25 | 0,125 | 2 0.25 8 0,5

Reference:

CLSI, 2013. 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.

CA-SFM 2014. Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie.
Recommandations 2014. Lyon, France 2014: 122 pp.
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