VYZKUMNY USTAV
VETERINARNIHO
LEKARSTVI, v.v.i.

FUNKCNI VZOREK

Set pro stanoveni citlivosti/rezistence klasickych
a potencovanych sulfonamidia u bakterialnich
patogenu drubeze

MVDr. Katerina Nedbalcova, Ph.D.
MVDr. Monika Zouharova, Ph.D.
MVDr. Katarina Matiaskova, Ph.D.




Funk¢ni vzorek 6582/2024

Set pro stanoveni citlivosti/rezistence klasickych a potencovanych
sulfonamidii u bakterialnich patogentu driibeze

Autofi:

MVDr. Katetfina Nedbalcova, Ph.D., Vyzkumny tstav veterindrniho 1ékafstvi, v.v.i., Hudcova
296/70, Brno

MVDr. Monika Zouharova, Ph.D., Vyzkumny Ustav veterinarniho lékaistvi, v.v.i., Hudcova
296/70, Brno

MVDr. Katarina Matiaskova, Ph.D. Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i., Hudcova

296/70, Brno

Funkéni vzorek byl vyvinut v ramei projektti Ministerstva zemédélstvi CR (&isla grantii:

QL24010174 a RO0523)

Vydal: Vyzkumny tstav veterinarniho lékai'stvi, v. v. i.

ISBN 978-80-7672-066-4



Obsah

Cil metodiky vyvoje funkéniho vzorku
Ugel pouziti

Popis vyrobku

Interpretace vysledkii

Ovéfeni funk¢nosti a kontrola kvality
Skladovani

Exspirace

Zpusob likvidace

Srovnéni ,,novosti postupt*

Seznam pouzité literatury



Cil vyvoje funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funkcéniho vzorku diagnostického setu na stanoveni minimdlnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) klasickych a potencovanych sulfonamidi u bakteridlnich patogent driibeze
byla snaha o vytvofeni spolehlivého diagnostického ndstroje pro  stanoveni
citlivosti/rezistence téchto bakterii ke klasickym a potencovanym sulfonamidim. Sledovani
jejich rezistence vychdzi z potieb feSeni projektu MZE NAZV QL24010174. Diagnosticky
set, umoziiuje jednordzové stanovit MIC dvanacti klasickych nebo potencovanych
sulfonamidli mikrodilu¢ni metodou a na zdkladé vysledki MIC vyhodnotit citlivost/rezistenci

vySetfovaného kmene k testovanym antimikrobiktim.

Ukel pouziti

Laboratorni in vitro stanoveni citlivosti/rezistence klinickych izolati patogenti driibeze
mikrodiluéni metodou k antimikrobidlnim latkdm je nezbytné pro efektivni IéCbu a
vyznamnou meérou pfispivd k omezeni nezadouciho Sifeni rezistenci k antimikrobidlnim
latkdm v bakteridlnich populacich. Tento diagnosticky set bude pouzivan v pribéhu feSeni

vyzkumného projektu NAZV QL24010174.

Popis vyrobku

Diagnosticky set je mikrotitra¢ni desticka s 96 jamkami - 12 sloupct (1-12) a 8 fadku (A-H).
Ve sloupcich je v ristovém médiu nafedéno dvanact navrzenych antimikrobidlnich latek nebo
jejich kombinaci v objemu 100 pl. U jedenacti antimikrobidlnich latek (sloupce 1-11) je na
destic¢ce 8 fedéni (fadky A-H), ve sloupci 12 je 7 fedéni antimikrobialni latky (fadky B — H) a
v fadku A je jamka s 100 ul média bez antimikrobidlni latky slouzici jako pozitivni kontrola
rastu testovanych bakterii (PKR). Koncentrace jednotlivych antimikrobidlnich latek nebo

jejich kombinaci na desticce jsou voleny tak, aby hodnoty MIC vySetfovanych bakterii



zahrnovaly rozmezi breakpointi nebo derivovanych breakpointt citlivosti pro testované latky
a jednotlivé bakteridlni patogeny podle zavaznych mezinarodnich metodik Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI), European Committee od Antimicrobial Susceptibility
Testiny (EUCAST) nebo programu pro sledovani rezistenci bakterii k antimikrobikiim
v Kanad¢ (CIPARS) a rozmezi hodnot MIC bakterialnich kment testovanych v ramci

kontroly kvality (Tab. 1).

Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u patogenti dritbeze pro klasické a

potencované sulfonamidy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SDZT | SDZO | SMTT | SMTO | SDMT | SDMO | SMXT | SMXO | SDz SMT | SDM | SMX
A 32 32 32 32 32 32 32 32 1024 | 1024 | 1024 PKR
B 16 16 16 16 16 16 16 16 512 512 512 1024
C 8 8 8 8 8 8 8 8 256 256 256 512
D 4 4 4 4 4 4 4 4 128 128 128 256
E 2 2 2 2 2 2 2 2 64 64 64 128
F 1 1 1 1 1 1 1 1 32 32 32 64
G| 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 16 16 16 32
H| 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 8 8 8 16
1. SDZT trimethoprim/sulfadiazin (1/19)*
2. SDZO ormethorim/sulfadiazin (1/19)**
3. SMTT trimethoprim/sulfametazin (1/19)*
4. SMTO ormethorim/sulfametazin (1/19)**
5. SDMT trimethoprim/sulfadimethoxin (1/19)*
6. SDMO ormethorim/sulfadimethoxin (1/19)**
7. SMXT trimethoprim/sulfamethoxazol (1/19)*
8. SMXO ormethorim/sulfamethoxazol (1/19)**
9. SDZ  sulfadiazin
10. SMT  sulfametazin
11. SDM  sulfadimethoxin
12. SMX  sulfamethoxazol

PKR pozitivni kontrola ristu
*Koncentrace uvedena v tabulce plati pro trimethoprim
**Koncentrace uvedena v tabulce plati pro ormethoprim

Koncentrace antimikrobalnich latek v tabulce je uvedena v mg/1.

Ristové médium, ve kterém jsou fedéna antimikrobika, je Mueller Hinton Broth.




Interpretace vysledki

Interpretace vysledkti do kategorii citlivosti vyzaduje pouziti tzv. klinickych breakpointd
antimikrobialnich latek (EUCAST, CLSI). Klinické breakpointy pro klasické sulfonamidy
byly stanoveny podle hodnot cutoff (EUCAST) a odpovidaji i interpretacnim kritériim pro
klasické sulfonamidy podle programu sledovani bakterialnich rezistenci v Kanadé (CIPARS)
pro sulfisoxazol. Breakpointy pro potencované sulfonamidy byly odvozeny od breakpoint
pro trimethoprim/sulfamethoxazol podle CLSI. VySetiovany kmen bakterie lze kategorizovat
za predpokladu, ze ptislusné breakpointy jsou pouzity v definovaném fenotypovém systému,
to znamend, Ze niZze uvedené breakpointy plati pouze pro rod Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Streptococcus nebo Staphylococcus (Tab. 2, 3 a 4). Vzhledem k tomu, ze
breakpointy u piislusnych patogenti vétSinou nejsou piimo pro dribez definovany, byly
derivovany z humannich interpretacnich kritérii. Breakpointy rozd¢luji bakteridlni izolaty na

citlivé, intermedialni a rezistentni.

Tab. 2: Breakpointy antimikrobidlnich latek pro Enterobacterales a Staphylococcus spp.

(mg/1)

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

SDZT | SDZO | SMTT | SMTO | SDMT | SDMO | SMXT [sMx0 | sbz | sMT | sbm | smx
Al 32 | 32 32 | 32 32 | 32 32 | 32 | 1024 | 1024 | 1024 PKR
Bl 16 | 16 16 16 16 16 16 16 | 512 | 512 | 512 | 1024
c 8 8 8 8 8 8 8 8 | 256 | 256 | 256 | 512
D 4 4 4 4 4 4 4 4 128 | 128 | 128 | 256
E| 2 2 2 2 2 2 2 2 64 | 64 | 64 | 128
Flo1 1 1 1 1 1 1 1 32 32 32 | 64
G o5 05 | 05 05| 05 05 05 05 | 16 16 16 | 32
H 025 | 025 | 0,25 | 0,25 | 0,25 025 | 025 025 | 8 8 8 16

Citlivy, rezistentni




Tab. 3: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Enterococcus spp. (mg/1)

T O mMmmOoO W@ >

T 6O mMmm OO m® >

SDZT | SDZO | SMTT | SMTO | SDMT | SDMO | SMXT | SMXO | SDz SMT | SDM | SMX
32 32 32 32 32 32 32 32 1024 | 1024 | 1024 | PKR
16 16 16 16 16 16 16 16 512 512 512 1024
8 8 8 8 8 8 8 8 256 256 256 512
4 4 4 4 4 4 4 4 128 128 128 256
2 2 2 2 2 2 2 2 64 64 64 128
1 1 1 1 1 1 1 1 32 32 32 64
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 16 16 16 32
0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 8 8 8 16
Citlivy, rezistentni
Tab. 2: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Streptococcius spp. (mg/1)
SDZT | SDZO | SMTT | SMTO | SDMT | SDMO | SMXT | SMXO | SDz SMT | SDM | SMX
32 32 32 32 32 32 32 32 1024 | 1024 | 1024 PKR
16 16 16 16 16 16 16 16 512 512 512 1024
8 8 8 8 8 8 8 8 256 256 256 512
4 4 4 4 4 4 4 4 128 128 128 256
2 2 2 2 2 2 2 2 64 64 64 128
1 1 1 1 1 1 1 1 32 32 32 64
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 16 16 16 32
0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 8 8 8 16

Citlivy, rezistentni

e R e

9.

10.
11.
12.

SDZT
SDZ0
SMTT
SMTO
SDMT
SDMO
SMXT
SMXO
SDZ
SMT
SDM
SMX

trimethoprim/sulfadiazin (1/19)*
ormethorim/sulfadiazin (1/19)**
trimethoprim/sulfametazin (1/19)*
ormethorim/sulfametazin (1/19)**
trimethoprim/sulfadimethoxin (1/19)*
ormethorim/sulfadimethoxin (1/19)**
trimethoprim/sulfamethoxazol (1/19)*
ormethorim/sulfamethoxazol (1/19)**
sulfadiazin

sulfametazin

sulfadimethoxin

sulfamethoxazol

PKR pozitivni kontrola rstu
*Koncentrace uvedena v tabulce plati pro trimethoprim
**Koncentrace uvedena v tabulce plati pro ormethoprim




Ovéreni funkénosti a kontrola kvality

Funk¢nost vyvijeného setu byla ovéfena stejnym zplisobem jako je provadéna pravidelnd
tydenni kontrola kvality vyrobenych seti do doby exspirace testovanim kontrolnich kmenti
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, které jsou presn¢ definovany a maji
stanovené¢ rozmezi hodnot MIC pro klasické (sulfisoxazol) a potencované
(trimethoprim/sulfamethoxazol) sulfonamidy (CLSI a EUCAST). Stanovené hodnoty MIC
pro klsické i potencované sulfonamidy musi byt vrozmezi definovanych hodnot MIC

referenénich kmenu dle CLSI a EUCAST - viz Tab. 5.

Tab. 5: Rozmezi MIC (mg/l) u referencnich kmeni pro klasické 1 potencované sulfonamidy

E. coli S. aureus E. faecalis S. pneumoniae
ATCC 25922 ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 49619
klasické
8-32 32-128 32-128 neni stanoveno
sulfonamidy
potencované
) <0,5/9,5 <0,5/9,5 <0,5/9,5 0,12/2,4—-1/19
sulfonamidy
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.

Srovnani ,,novosti postupi‘

Set ke stanoveni MIC klasickych a potencovanych sulfonamidi u bakteridlnich patogent
driibeze obsahuje specialné¢ vybrané testované antimikrobidlni latky a umoziiuje testovani
citlivosti|/rezistence bakterialnich izolath — patogent dribeze a dlouhodobé sledovani trenda
rozvoje jejich rezistence k sulfonamidiim klasickym i potencovanym. Set byl sestaven pro
potfeby feseni projektu NAZV QL24200174, ale mlze byt vyuzit na riznych trovnich
monitoringu vyvoje a Sifeni rezistenci k antimikrobidlnim latkdm. Umoziuje jako jediny na
trhu sledovani klasickych sulfonamidi. Vyvoj a vyroba nového setu ke stanoveni rezistenci
klasickych a potencovanych sulfonamida jsou zcela v souladu s celospolecenskou snahou o
tlumeni rozvoje antimikrobidlnich rezistenci a obezfetné pouzivani antimikrobik. Je novym
diagnostickym nastrojem pro cilenou a efektivni 1écbu ve veterinarni pomoci sulfonamidd,
ktery mlze v soucasnosti dostupnym podobnym vyrobkiim konkurovat kvalitou provedeni,

originalitou a pfiznivou cenou.
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