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Cil vyvoje funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funkéniho vzorku diagnostické soupravy na stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) sledovanych antibiotik pro Escherichia coli — byla snaha o vytvoreni
spolehlivého diagnostického nastroje pro stanoveni citlivosti/rezistence E. coli
k antimikrobikim, ktera jsou pouZivana k lécbé koliinfekci predevsim ve veterinarni, ale i
v humanni mediciné nebo je sledovani jejich rezistence k antimikrobikim ddlezité z jinych,
napriklad epidemiologickych dtvod(. Diagnosticka souprava, umoznuje jednorazové stanovit
MIC dvanacti antimikrobildlnich latek mikrodiluéni metodou a na zakladé vysledkd MIC

vyhodnotit citlivost/rezistenci vysetfovaného kmene k testovanym antimikrobikim.

Ucel pouziti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolatd E. coli mikrodiluéni
metodou k antimikrobidlnim latkam, které je nezbytné pro efektivni I1éCbu a vyznamnou
meérou prispiva k omezeni nezadouciho Sifeni rezistenci k antimikrobialnim latkam

v bakteridlnich populacich.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitracni desti¢ka s 96 jamkami - 12 sloupcll (1-12) a 8 rfadka (A-H).
Ve sloupcich je vrlstovém médiu nafedéno dvanact navrzenych antimikrobidlnich latek
v objemu 100 pl, u jedendcti antimikrobidlnich latek (sloupce 1-11) je na desticce 8 fedéni
(Fadky A-H), ve sloupci 12 je 7 fedéni antimikrobialni latky (fadky B — H) a v fadku A je jamka
s 100 pl média bez antimikrobidlni latky slouZici jako pozitivni kontrola rdstu testovanych

bakterii. Pocatecni koncentrace jednotlivych antimikrobialnich latek na desticce jsou rozdilné



a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi breakpoint(
citlivosti/rezistence testovanych patogent podle zavaznych mezinarodnich metodik Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) a European Committee od Antimicrobial Susceptibility
Testiny (EUCAST) a rozmezi hodnot MIC bakteridlnich kmen( testovanych v rdmci kontroly

kvality (Tab. 1).

Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobidlnich latek u G- bakteridlnich patogent drlbeze

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

AMP | AMC | EFT | COL | ENR | FFC | TET | DOX | TIA | TIL | APR | SXT

A 64 32 32 16 8 128 | 64 32 64 | 128 | 128 | PKR
B 32 16 16 8 4 64 32 16 32 64 64 16
C 16 8 8 4 2 32 16 8 16 32 32 8
D 8 4 4 2 1 16 8 4 8 16 16 4
E 4 2 2 1 0,5 8 4 2 4 8 8 2
F 2 1 1 0,5 | 0,25 4 2 1 2 4 4 1
G 1 0,5 051|025 (0125 2 1 0,5 1 2 2 0,5

H 05 (025 | 0,25 | 0,125 | 0,06 1 05025 | 05 1 1 0,25

AMP  ampicilin

AMC  amoxicilin/kyselina klavulanova 2/1
EFT ceftiofur

coL kolistin

ENR enrofloxacin

FFC florfenikol

TET tetracyklin

DOX doxycyklin

TIA tiamulin

TIL tilmikosin

APR apramycin

SXT trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19

PKR pozitivni kontrola rdstu

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce je uvedena v mg/I.

RlGstové médium, ve kterém jsou fedéna antimikrobika je Mueller Hinton Broth.
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Interpretace vysledku

Interpretace vysledkd do kategorii citlivosti vyZzaduje pouZiti tzv. klinickych breakpointt
antimikrobidlnich latek (EUCAST, CLSI). Breakpointy rozdéluji izolaty na citlivé, intermedidrni
a rezistentni. Vysetfovany kmen bakterie lze kategorizovat za predpokladu, Ze pfislusné
breakpointy jsou pouzity vdefinovaném fenotypovém systému, to znamena, Ze nize
uvedené breakpointy plati pouze pro E. coli (Tab. 2). U jednotlivych antibiotik jsou hodnoty
MIC pro citlivé izolaty oznacené zelenou barvou, pro intermedidrni izolaty modrou barvou a

pro rezistentni izolaty oranZzovou barvou.

Tab. 2: Breakpointy antimikrobidlnich latek pro E. coli

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

AMP | AMC | EFT | COL | ENR | FFC | TET | DOX | TIA | TIL | APR | SXT

A 64 32 32 16 8 128 | 64 32 64 | 128 | 128 | PKR
B 32 16 16 8 4 64 32 16 32 64 64 16
C 16 8 8 4 2 32 16 8 16 32 32 8
D 8 4 4 2 1 16 8 4 8 16 16 4
E 4 2 2 1 0,5 8 4 2 4 8 8 2
F 2 1 1 0,5 | 0,25 4 2 1 2 4 4 1
G 1 0,5 0,5 | 025 |0,125| 2 1 0,5 1 2 2 0,5

H 05 | 025 | 0,25 | 0,125 | 0,06 1 051|025 05 1 1 0,25




Ovéreni funkcénosti a kontrola kvality

Funkénost vyvijeného setu byla ovérena stejnym zplisobem jako je provadéna pravidelna
tydenni kontrola kvality vyrobenych setl do doby exspirace testovanim kontrolniho kmenu
Escherichia coli ATCC 25922, ktery je presné definovan a hodnoty MIC u jednotlivych
antimikrobidlnich latek jsou u tohoto kmenu uvedeny v laboratornich standardech CLSI a
EUCAST. Pti spravném provedeni testu musi byt stanovené hodnoty MIC referencniho

kmenu u jednotlivych antimikrobik v rozmezi definovanych hodnot MIC dle CLSI a EUCAST.

Referencni rozmezi hodnot MIC kontrolniho kmenu E. coli (mg/l) je vyznaceno v tabulce 3
Sedou barvou. Pokud u nékterych antimikrobialnich latek neni pro néktery z kontrolnich
kmen( vyznaceno Sedé rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné dobé jesté stanoveny

hodnoty MIC kontrolniho kmenu k témto antimikrobik{m.

Tab. 3: Rozmezi MIC u kmene Escherichia coli ATCC 25922

AMP | AMC | EFT | COL | ENR | FFC | TET | DOX | TIA | TIL | APR | SXT
64 32 32 16 8 128 | 64 32 64 | 128 | 128 | PKR
32 16 16 8 4 64 32 16 32 64 64 16
16 8 8 4 2 32 16 8 16 32 32 8
8 4 4 2 1 16 8 4 8 16 16 4
4 2 2 1 0,5 8 4 2 4 8 8 2
2 1 1 0,5 | 0,25 4 2 1 2 4 4 1
1 0,5 051|025 |0,125| 2 1 0,5 1 2 2 0,5
05 (025 (0,25 | 0,125 | 0,06 1 0,5 | 025 | 0,5 1 1 0,25




Skladovani

Sety skladovat zamrazené pfi teploté — 80. Po rozmrazeni a temperovani setu na kultivaéni
teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi opétovné

zmrazit (riziko degradace antimikrobialnich latek).

Exspirace

6 mésict od data vyroby

Zptsob likvidace

Pouzité sety se likviduji jako infekéni material.

Srovnani ,,novosti postupt“

Souprava ke stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) sledovanych antibiotik pro
E. coli obsahuje specidlné vybrané testované antimikrobidlni latky a umoziuje testovani
citlivosti/rezistence bakteridlnich izolatd k antimikrobialnim latkam, které jsou béiné
uzivany klécbé koliinfekci predevsim ve vetrinarni, ale i v humanni mediciné nebo je
sledovani jejich rezistence k antimikrobiklm dulezité z jinych, naptiklad epidemiologickych
dlvodud. Vyvoj a vyroba nové diagnostické soupravy ke stanoveni rezistenci sledovanych
antibiotik pro E. coli reaguje na potieby veterindrnich diagnostickych laboratofi a nabizi
feSeni problému novym diagnostickym ndastrojem, ktery m(iZze v soucasnosti dostupnym
podobnym vyrobkim konkurovat kvalitou provedeni, originalitou a pfiznivou cenou.

Diagnosticka souprava je navic vhodna k dlouhodobému sledovani rezistenci klinickych



izolatl E. coli. Jeji vyroba a zplUsob pouZiti je zcela vsouladu s mezinarodnimi
standardizovanymi metodami.
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