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Souprava k diagnostice antibiotickych rezistenci veterinarnich bakterialnich patogeni

Oblast techniky

Predkladané technické feseni poskytuje diagnostickou soupravu pro laboratorni zjistovani
citlivosti nebo rezistence bakteridlnich patogenti k antimikrobialnim latkdm mikrodilucni
metodou prostfednictvim stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci antibiotik.

Dosavadni stav techniky

4

snaha o0 omezeni nadmérného, a casto izcela zbyteéného, uZivani antibiotik, zvlasté
Sirokospektrych antibiotik, vyssich generaci. Tato neblaha praxe ma za nasledek rychly rozvoj
rezistenci a ztratu 1éebné ucinnosti. Jednou zcest podporujicich vySe uvedenou snahu je
testovani citlivosti konkrétnich patogennich mikroorganismt vyskytujicich se v ur¢itych chovech
nebo populacich. Podle jejich aktualni citlivosti (ur€ené na zékladé stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) vysetiovanych antibiotik) je pak vybrano ucinné antibiotikum a stanoven
rezim 1é¢by. MIC je mozné stanovit nékolika uznavanymi metodikami, které jsou jmenovany
Vv platnych mezinarodnich normach vydavanych naptiklad European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, VETCAST) nebo Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI) v USA. Jsou to agarové diluéni metody, diluéni metody provadéné v tekutych médiich
nebo komercni testy — napf. E-test. Pro usnadnéni rutinniho provadéni testovani citlivosti /
rezistence bakterii k antibiotikim jsou vyvijeny rtzné diagnostické soupravy. V laboratotich
nejvetsi uplatnéni nachazi soupravy na stanoveni MIC antibiotik pro rizné patogeny
mikrodilu¢ni metodou. Jsou vyrobci dodavany na trh v zamrazené nebo lyofilizované forme.

Soupravy urcené pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci antibiotik, pouzivanych
k 1é¢bé infekei vyvolanych bakteriemi v lyofilizované modifikaci jiz tedy existuji, avsak jsou
vyrabény témeéf vyhradné pro potfeby humanni mediciny, ajejich aplikace na veterinarni
patogeny neni zcela mozna. Je to pfedevS§im z divodu volby testovanych antibiotik, kterd se
v mnoha pfipadech ve veterinarni mediciné k 1é¢bé rliznych druhti zvitat nepouzivaji, nebo je
jejich pouziti pfimo zakazano. Proto jejich pouzitim nejsou ziskany relevantni vysledky, které by
bylo mozné pouzit pii stanoveni 1é¢ebného rezimu u zvifat. Humanni lyofilizované soupravy jsou
zejména vyrabény ve Spojenych statech. Nicmén€, podobné soupravy vyrabéji i néktefi evropsti
vyrobci (napt. BoiMeriaux); dokonce Lachema ERBA podobné sety nabizi. Pokud jde o vyrobu
lyofilizovanych mikrodilu¢nich MIC souprav k testovani antibiotické citlivosti mikroorganismu
béznych ve veterinarni medicing, na tomto poli existuje diametralné odlisna situace. Podle
dostupnych informaci v Evrop€ neexistuje vyrobce podobnych souprav. V USA vyrobci
lyofilizovanych veterinarnich souprav pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci
antibiotik existuji, jedna se vSak jen o mensi lokalni podniky. Pfesto, Ze technologie lyofilizace
antibiotik je zndma jiz fadu let, jeji modifikace pro mikrotitracni desticky je spojena s fadou
obtizi vyplyvajicich z prace s malymi objemy. Re$eni tdchto problémi je jisté mozné, neni viak
béZzné zvetejnovano, nebot’ je soucasti podnikového ,.know how*, které si kazdy vyrobce peclive
hlida. VSechny dosud vyrabéné soupravy obsahuji pouze lyofilizované roztoky antibiotik, ktera
musi byt pfed pouzitim rozpusténa ve specialnich kultivaénich médiich, ktera jsou v ojedinélych
ptipadech dodavana spotfebiteli spolu se soupravami na stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci antibiotik, ale v naprosté vétSin€ ptipadu i spotfebitelé pred pouzitim lyofilizovanych
souprav musi ristova média pro vySetifované bakterie pfipravovat sami, nezavisle na dodanych
diagnostickych soupravach.

Predkladané technické feseni si klade za cil poskytnout takovou diagnostickou soupravu, ktera by
umoznila snadnou detekci a odstranila ¢asovou i materidlni naro¢nost testovani se v soucasné
dob¢ dostupnymi diagnostickymi soupravami.
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Podstata technického fe$eni

Predmétem technického feseni je souprava k diagnostice antibiotickych rezistenci veterinarnich
bakterialnich patogeni, ktera obsahuje vicejamkovou desti¢ku, kde alespon jedna jamka obsahuje
alesponn jedno antibiotikum aslozky rustového média pro bakterialni patogeny, pticemz
antibiotikum a slozky rastového média jsou v suchém stavu.

Antibiotika mohou byt vybrana =ze skupiny zahrnujici aminoglykosidy, amfenikoly,
cefalosporiny, diterpeny, fluorochinolony, glykopeptidy, karbapenemy, linkosamidy, makrolidy,
peniciliny, polypeptidy, sulfonamidy a tetracykliny.

S vyhodou nékolik jamek vicejamkové desticky obsahuje antibiotika a slozky ristového média,
pficemz antibiotika jsou riiznad a/nebo jsou obsazena v riznych mnozstvich, a alesponi jedna
jamka obsahuje pouze slozky rustového média.

S vyhodou jsou antibiotika vybrana ze skupiny zahrnujici tetracyklin, doxycyklin, penicilin,
ampicilin, amoxicilin, kyselina klavulanova, ceftiofur, enrofloxacin, florfenikol, tilmikosin,
tulathromycin, tiamulin, trimethoprim, sulfamethoxazol, a jejich kombinace.

Suchymi slozkami ristového média jsou s vyhodou suché slozky Mueller-Hintonova bujonu
s upravenou koncentraci kationtli Ca?* a Mg?* (znamého jako CAMHB, koncentrace Ca?* v tomto
médiu je 20 az 25 mg/L a Mg?* 10 az 12,5 mg/L), nebo suché slozky Mueller-Hintonova bujonu
s upravenou koncentraci kationtti Ca?* a Mg?* obohaceného 0 lyzovanou kofiskou krev a rlistovy
faktor V (NAD = nikotinamidadenindinukleotid).

S vyhodou jsou antibiotika a suché slozky médii lyofilizované.
Vicejamkovou destickou miize byt mikrotitra¢ni vicejamkova desticka.

Souprava na diagnostiku rezistenci veterinarnich bakteridlnich patogenii k antibiotiktim, ktera je
pfedmétem uzitného vzoru, je v souCasné dobé jedine¢na tim, Ze obsahuje ryze veterindrni
antibiotika, ktera jsou pouzivana k 1écbé zvitat a tato antibiotika jsou s vyhodou lyofilizovana
soucasn¢ s rustovym médiem.

Suché slozky (antibiotikum spole¢né s médiem) obsazené v jamkach uvedené soupravy jsou pii
pouziti rozpoustény jen ve sterilni destilované vodé, ktera je v diagnostickych laboratofich bézné
dostupna bez slozité ptipravy. Uzivatel tedy nemusi pfipravovat ¢i zajiStovat ristové médium.
Takto pripravené diagnostické sety pro piimé pouziti jsou pro spottebitele vyhodné zejména
jednoduchosti pouziti bez narokti na pfipravu vySetfeni, zkracenim doby provedeni vySetieni
a Vv neposledni fadé¢ zarucuji mensi variabilitu vysledklli vySetieni jednotnym sloZzenim souprav
tak, aby vysledky nemohly byt ovlivnény kvalitou kultivaéniho média, kterda muize byt
Vv jednotlivych laboratofich riizna.

Diagnostické soupravy podle predkladaného technického feseni se pripravuji tak, ze se ptipravi
roztoky antibiotik v ristovém médiu v riznych koncentracich, aty se nanesou do jamek
vicejamkové desti¢ky, a nasledné se odpafi voda, s vyhodou lyofilizaci.

Dulezitym krokem v ptipravé diagnostickych souprav podle technického feSeni je dokonalé
odpareni vody z nanesenych roztokd antibiotik v ristovém médiu. Dokonalého a velmi Setrného
vysuSeni se dosdhne lyofilizaci neboli vymrazovanim. Pfi lyofilizaci se odpafuje voda ze
zmrzlého materialu, aniz by presel do kapalné faze. Pfi snizeni tlaku v komote lyofilizatoru
zustava zmrzla kapalina v pevném skupenstvi i pii teplot€ nad bodem mrazu. Tim se znacné
urychli odpatfovani vody. Pro kazdou vysuSovanou latku je nutné najit optimalni podminky
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podtlaku ateploty v komoie ptistroje. Na tom pak zavisi délka doby vysuSovani. Pokud jsou
vzorky dtkladné predmrazeny, nastava prvni faze su$eni. Pomoci vakuové pumpy je snizovan
tlak pfi zachovani teploty policky pfistroje pod bodem mrazu. V druhé fazi suseni se zvysi teplota
komory pfistroje nad bod mrazu a zmrzla tekutina rychle sublimuje.

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Souprava na stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci antibiotik, na zaklad¢, kterych lze
stanovovat citlivost nebo rezistenci bakterii k antibiotikiim, je mikrotitracni desticka
s 96 jamkami, ktera ma 12 sloupcu (1 az 12) a8rtadka (A az H). Ve 12sloupcich jsou
V jednotlivych jamkach pfesné stanovené koncentrace dvanacti antibiotik nebo jejich kombinaci
(v kazdém sloupci jedno antibiotikum), jamka A12 neobsahuje zadné antibiotikum a slouzi jako
pozitivni kontrola ristu testovaného bakterialniho kmenu (Tabulka 1). Jednotlivé koncentrace
antibiotik byly pfipraveny jejich rozpusténim ve specidlné¢ upraveném rustovém médiu. Pro
ristové nenaroéné bakterie se jedna o 10x koncentrovany Mueller-Hinton bujon s upravenou
koncentraci kationt Ca?* a Mg? (CAMHB), pro rlstové naro¢né bakterie je tato plida
obohacena o lyzovanou koniskou krev a ristovy faktor V (NAD = nikotinamidadenindinukleotid).
Z diuvodu optimalniho prib&hu nasledné lyofilizace je k médiu ptidavan dimethylpolysiloxan
a manitol. Pocate¢ni koncentrace jednotlivych antibiotik na desti¢ce jsou rozdilné a jsou voleny
tak, aby bylo mozné zjisténé minimalni koncentrace vyhodnotit podle mezinarodn¢ uznavanych
interpretacnich  kritérii, které bakterie rozd€luji na citlivé, intermedidrni a rezistentni
k vySetfovanym antibiotikim. K pouZiti se desti¢ka pfipravi pfidanim pracovniho objemu 100 ul
sterilni destilované vody do kazdé jamky, umoznujici rozpustit lyofilizované antibiotikum
S ristovym médiem.

Tabulka 1: Umisténi antibiotik a jejich koncentrace (mg/l) v desti¢ce po rozpusténi lyofilizatu

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

TET | DOX | PEN | AMP | AMC | EFT | ENR | FFC | TIL | TUL | TIA | SXT

A | 64 32 16 32 32 32 8 64 | 128 | 128 | 64 | PKR
B | 32 16 8 16 16 16 4 32 64 64 32 8
C | 16 8 4 8 8 8 2 16 32 32 16 4
D 8 4 2 4 4 4 1 8 16 16 8 2
E 4 2 1 2 2 2 0,5 4 8 8 4 1

F 2 1 0,5 1 1 1 0,25 2 2 0,5
G

H

4 4
1 05 | 0,25 0,5 0,5 05 [0125] 1 2 2 1 0,25
1 1

05 025 |0125] 025 | 0,25 | 0,25 | 0,06 | 0,5 0,5 10,125

TET  tetracyklin

DOX doxycyklin

PEN  penicilin

AMP  ampicilin

AMC amoxicilin/kyselina klavulanova 2/1 (koncentrace v tabulce plati pro amoxicilin) AMX
amoxicilin; CLA kyselina klavulanova;

EFT  ceftiofur

ENR enrofloxacin

FFC  florfenikol

TIL  tilmikosin

TUL tulathromycin

TIA  tiamulin

SXT  trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19 (koncentrace v tabulce plati pro trimethoprim) TRI =
trimethoprim; SUL = sulfamethoxazol

PKR  pozitivni kontrola rustau (jamka bez antibiotika)
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Popis pripravy Iyofilizované desticky pred lyofilizaci: Ze zésobnich koncentraci antibiotik
10 000 mg/L. se pripravuji pracovni koncentrace antibiotik 1 000 mg/L (K 1 000), 10 mg/L
(K 10) nebo 2432 mg/L (K 2432) fedénim ve sterilni destilované vod¢, ze které se pfipravi finalni
koncentrace antibiotik - viz popis vyrobku a tabulka s koncentracemi antibiotik - v objemu 25 ml
do 96 velkych zkumavek (Tabulka 2). Finalni koncentrace antibiotik se pfipravuji fedénim
v piislusném médiu a jsou aplikovany do ptisluSnych jamek na desti¢ce v objemu 0,01 ml. PInéni
jednotlivych jamek desticek z velkych zkumavek je provadéno laboratornim rozpliiovacim
ptistrojem DYNATECH Laboratories 1036 Quick spenze IIE dle navodu vyrobce. Rozplnéné

Cz 33427 U1

desky opatiené vickem jsou ptipraveny k lyofilizaci.

Tabulka 2: Objem antibiotik (ml) v jednotlivych jamkach desti¢ky v celkovém objemu 25 ml

(poloha jamky na destic¢ce je definovana ¢isly sloupct a pismeny radki)

1 2 3 4 5 6
AMC
TET DOX PEN AMP AMX* | CLA* EFT
A | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K 1000
3,2 1,6 0,8 1,6 1,6 0,8 1,6
B | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K 1000
1,6 0,8 0,4 0,8 0,8 0,4 0,8
C | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K 1000 | K 1000
0,8 04 0,2 0,4 0,4 0,2 0,4
D | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K 1000
0,4 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2
E | K1000 | K 1000 K10 K 1000 | K 1000 K10 | K 1000
0,2 0,1 5 0,1 0,1 5 0,1
F | K1000 K10 K10 K10 K10 K10 K10
0,1 5 2,5 5 5 2,5 5
G K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10
5 2,5 0,25 2,5 2,5 0,25 2,5
H K10 K10 K10 K10 K10 K10 K10
2,5 0,25 0,625 0,25 0,25 0,625 0,25
7 8 9 10 11 12
SXT
ENR FFC TIL TUL TIA
TRI* SUL*
A | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K 1000 PKR
0,4 3,2 6,4 6,4 3,2
B | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K 2432
0,2 1,6 3,2 3,2 1,6 0,4 6,4
C | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K2432
0,1 0,8 1,6 1,6 0,8 0,2 3,2
D K10 K 1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K1000 | K 2432
5 04 0,8 0,8 0,4 0,1 1,6
E K10 K 1000 | K1000 | K1000 | K 1000 K10 | K2432
2,5 0,2 0,4 0,4 0,2 5 0,8
F K10 K 1000 | K1000 | K 1000 | K 1000 K10 | K2432
1,25 0,1 0,2 0,2 0,1 2,5 0,4
G K10 K10 K 1000 | K 1000 K10 K10 | K2432
0,625 5 0,1 0,1 5 1,25 0,2
H K10 K10 K10 K10 K10 K10 | K2432
0,31 2,5 5 5 2,5 0,625 0,1




10

15

20

25

30

Cz 33427 U1

Priprava zdsobnich koncentraci antibiotik 10 000 mg/L: Zasobni koncentrace se piipravi
z antibiotickych substanci S vyznacenou aktivitou. Substance se rozpusti ve vhodném rozpustidle,
vétsinou ve vodé, ale vnékterych pripadech jsou vhodna jind rozpustidla (Tabulka 3).
Rozpustidlo jiné, nez voda musi byt pfidano k substanci v co nejmensim objemu, ve kterém se
navazené mnozstvi antibiotika rozpusti. Po rozpusténi se piida potiebné mnozstvi fedidla
(Tabulka 3).

Tabulka 3: Rozpustidla a fedidla antibiotik

Antibiotikum Rozpustidlo Redidlo
Tetracyklin Voda Voda
Doxycyklin Voda Voda
Penicilin Voda Voda
Ampicilin 0,1 M fosfatovy pufr, pH 8 0,1 M fosfatovy pufr, pH 8
Amoxicilin 0,1 M fosfatovy pufr, pH 6 0,1 M fosfatovy pufr, pH 6
Klavulanova 0,1 M fosfatovy pufr, pH 6 0,1 M fostatovy pufr, pH 6
kyselina
Ceftiofur Fosfatovy puftr, 0,1 mol/l, pH 6 Voda
Enrofloxacin 1/2 objemu vody, pak piidavat NaOH | Voda
po kapkach do rozpusténi
Florfenikol 95 % ethanol Voda
Tilmikosin 95 % ethanol Voda
Tulathromycin 0,015 M kyselina citronova Voda (za horka)
Tiamulin Voda Voda
Trimethoprim 0,05 mol/l HCI (za horka), do 10 % Voda (za horka)
finalniho objemu
Sulfamethoxazol | 1/2 objemu horké vody a minimalni | Voda
mnozstvi 2,5 mol/l NaOH

Potfebna navazka antibiotika se vypoc¢ita podle vzorce:
Navazka (mg) = objem (ml) x koncentrace (ml/l) / aktivita (ug/mg)
Priklad:

Aktivita substance je 920 pg/mg. K piipravé 10 ml zasobni koncentrace 10 000 mg/l je zapotiebi
navazit 108,69 mg substance (108,69 = 10 x 10 000 / 920)

Priprava pracovnich koncentraci antibiotik:

e Pracovni koncentrace 1000 mg/l (K 1000): k1 ml zasobni koncentrace antibiotika
10 000 mg/1 se ptida 9 ml vody.

e  Pracovni koncentrace 10 mg/l (K 10): k 0,2 ml pracovni koncentrace antibiotika 1000 ml/I
se ptida 19,8 ml vody

e Pracovni koncentrace 2432 mg/l (K 2432) — pro SUL: k 121,6 mg sulfamethoxazolu
rozpuSténych v minimalnim mnozstvi rozpustidla se pfida voda do objemu 10 ml a 40 ml
CAMHB

Pracovni koncentrace antibiotik se pouziji na pfipravu jednotlivych koncentraci antibiotik
v desticce dle Tabulky 2 vobjemu 25ml ve velkych zkumavkach, do jednotlivych jamek
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mikrotitra¢nich desti¢ek se naplni z velké zkumavky 10 ul rozpusténého a nafedéného antibiotika
0 stanovené koncentraci (Tabulky 1 a 2). Desti¢ky se zamrazi na -80 °C.

Lyofilizace:

K vymrazeni vody z desticek byl pouzit lyofilizator Labconco FreeZone Triad Freeze Dry
System. Kolektor byl vychlazen na -80 °C, deska komory pfistroje na -20 °C. Zmrzl¢ testovaci
desticky se odvickuji a umisti se do pfistroje a zaviou se dvifka. Chladi se na -20 °C po dobu
30 minut, aby bylo jisté, Ze jsou po manipulaci v§echny jamky dokonale zmrzl¢é. Pak se zapne
vakuova pumpa, ktera by méla vytvorit tlak minimaln¢ 0,5 mBa nebo i nizsi. Teplota -20 °C se
udrzuje po dobu dalsich 30 min. Pak lze teplotu v komote zvysit na 8 °C. Za téchto podminek
probiha suseni dalsi 4 hodiny. V zavéru se zvysi teplota na 20 °C na dobu 20 min, aby nedoslo ke
kondenzaci vodnich par na chladném povrchu desticky. Hned po ukonceni lyofilizace se desticky
uzavfou aluminiovou folii.

Kontrola funkcnosti a kvality vyrobenych sarzi lyofilizovanych setit:

Funk¢nost a kvalita vyrobenych Sarzi lyofilizovanych setti byla ovéfena pravidelnym tydennim
sledovanim a kontrolou kvality u vSech vyrobenych testovacich Sarzi. Kontrola byla provadéna
testovanim kontrolnich kmenti Escherichia coli ATCC 25922 a Staphylococcus aureus ATCC
29213, které jsou piesné definovany a jejich hodnoty MIC K antibiotikim jsou uvedeny
Vv laboratornich standardech CLSI a EUCAST. Hodnoty MIC u jednotlivych antibiotik byly ve
sledovaném casovém intervalu vzdy v rozmezi definovanych hodnot MIC dle CLSI a EUCAST.

Stanovené rozmezi hodnot MIC kontrolnich kmenu E. coli aS. aureus (mg/l) je vyznaceno
v nasledujicich tabulkach pro konkrétni antibiotika v jednotlivych sloupcich silnymi ¢arami
(Tabulky 4 a5). Pokud u nékterych antibiotik neni pro néktery z kontrolnich kmend silnymi
Carami vyznaceno rozmezi hodnot MIC, nejsou v soucasné dobé¢ jesté stanoveny hodnoty MIC
kontrolniho kmene k témto antibiotikiim. Nejéastéji hodnoty MIC u jednotlivych antibiotik,
zjiStované pomoci navrhované soupravy, jsou V piipadech referenénich kmenti vyneseny
v tabulkach a jsou vyznaceny tuéné a Sedou barvou pozadi.

Tabulka 4: Rozmezi MIC u kmene Escherichia coli ATCC 25922

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

TET | DOX | PEN | AMP | AMC | EFT | ENR | FFC | TIL | TUL | TIA | SXT

A | 64 32 16 32 32 32 8 64 | 128 | 128 | 64 | PKR
B | 32 16 8 16 16 16 4 32 64 64 32 8
C| 16 8 4 8 8 8 2 16 32 32 16 4
D 8 4 2 4 4 4 1 8 16 16 8 2
E 4 2 1 2 2 2 0,5 4 8 8 4 1
F 2 1 0,5 1 1 1 0,25 2 4 4 2 0,5
G 1 05 | 0,25 0,5 0,5 05 [0125] 1 2 2 1 0,25
H| 05 |02 |0125| 025 | 0,25 | 0,25 | 0,06 | 0,5 1 1 0,5 10,125

<

Tabulka 5: Rozmezi MIC u kmene Staphylococcus aureus ATCC 29213

1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12
TET | DOX | PEN | AMP | AMC | EFT | ENR | FFC | TIL | TUL | TIA | SXT

7
N

64 32 16 32 32 32 8 64 | 128 | 128 64 | PKR
4
2

32 16 8 16 16 16 32 64 64 32 8
16 8 4 8 8 8 16 32 32 16 4

Ow>
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D| 8 4 2 4 4 4 1 8 16 16 8 2
E 4 2 1 2 2 2 0,5 4 8 8 4 1
F 2 1 0,5 1 1 1 0,25 2 4 4 2 0,5
G 1 05 [ 025 ] 05 0,5 05 (0125 | 1 2 2 1 0,25
H|] 05 | 025 (0125]| 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,06 | 05 1 1 0,5 | 0,125

Priklad pouziti lyofilizované soupravy pro stanoveni minimalnich inhibicnich koncentraci
antibiotik vySetirované bakterialni kultury (inokula):

Do vsech jamek na desticce se aplikuje 0,1 ml sterilni destilované vody pro rozpusténi lyofilizatu
a ziskani pozadovanych koncentraci antibiotik. Aby bylo dosazeno dokonalého rozpusténi
antibiotik, musi se obsah jamek v desti¢ce Setrné promichat na laboratorni tiepacce (10 minut)
nebo je potieba obsah jednotlivych jamek promichat pipetou. Inokulum vobjemu 5 pul se
naockuje do vsech jamek mikrotitra¢ni desticky tak, aby vysledna koncentrace inokula byla 5 x
10° CFU v jamce. Desticky se opatii vickem nebo lepici olii a inkubuji se aerobné pii teploté
34 °C az 37 °C po dobu 18 h+2h. Vysledky se odeCitaji po dosazeni dostate¢ného nartstu
mikroorganismu (usazenina nebo zietelny zakal) a po ovéfeni bakterialni Cistoty a piislusné
koncentrace inokula. Zjisténa hodnota MIC ptedstavuje nejniz§i koncentraci antimikrobialni
latky, kterd pln€ inhibuje viditelny rtst testovaného mikroorganismu. Interpretace vysledki do
kategorii citlivosti vyZaduje pouziti interpretacnich kritérii, ktera stanovi mezinarodni normy,
vydavané napiiklad European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST,
VETCAST) nebo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) v USA.

NAROKY NA OCHRANU

1. Souprava pro diagnostiku antibiotickych rezistenci veterinarnich bakterialnich patogentl,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje vicejamkovou desticku, kde alesponi jedna jamka obsahuje
alespon jedno antibiotikum vybrané ze skupiny zahrnujici aminoglykosidy, amfenikoly,
cefalosporiny, diterpeny, fluorochinolony, glykopeptidy, karbapenemy, linkosamidy, makrolidy,
peniciliny, polypeptidy, sulfonamidy, tetracykliny, a dale obsahuje slozky rastového média pro
bakterialni patogeny, pficemz antibiotikum a slozky ristového média jsou v suchém stavu.

2. Souprava podle naroku 1, vyznacena tim, Ze n€kolik jamek vicejamkové desticky obsahuje
antibiotika a slozky rustového média, pficemz antibiotika jsou riizna a/nebo jsou obsaZena
Vv riiznych mnozstvich, a alesponi jedna jamka obsahuje pouze slozky ristového média.

3. Souprava podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyznacena tim, Ze antibiotika jsou
vybrana ze skupiny zahrnujici tetracyklin, doxycyklin, penicilin, ampicilin, amoxicilin, kyselina
klavulanova, ceftiofur, enrofloxacin, florfenikol, tilmikosin, tulathromycin, tiamulin,
trimethoprim, sulfamethoxazol, a jejich kombinace.

4. Souprava podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyznacena tim, Ze suchymi
sloZkami rustového média jsou suché slozky Mueller-Hintonova bujonu s koncentraci kationtt
Ca? 20 az 25 mg/L a Mg?* 10 az 12,5 mg/L, nebo suché slozky Mueller-Hintonova bujonu

s koncentraci kationtti Ca?* 20 az 25 mg/L a Mg?* 10 az 12,5 mg/L, obohaceného o lyzovanou
konskou krev a rustovy faktor V.

5. Souprava podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyznacena tim, ze jsou antibiotika
a suché slozky médii lyofilizované.
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6. Souprava podle kter¢hokoliv z pfedchazejicich naroki, vyznacena tim, Ze vicejamkovou
destickou je mikrotitra¢ni vicejamkova desticka.
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