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1. CiL METODIKY

Cilem této prace je poskytnout veterinarnim bakteriologickym laboratofim
metodiky pro stanoveni citlivosti plivodcl erytrodermatitidy kaprd. V sou¢asné
dobé nejsou v nasich laboratofich takové metody dostupné a i na mezinarodni
urovni se teprve postupné tvofi a standardizuji. Uzitim standardizovanych
postupl budou moci laboratofe poskytovat chovateldm ryb a praktickym
veterinarnim |ékafim presnéjsi a vérohodnéjsi vysledky, coz napomize
vybéru vhodnych antibakterialnich latek pro terapeutické postupy a zkvalitni
antibiotickou politiku pfi intenzivnim chovu ryb.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

Metodika popisuje soucasny stav postupd stanoveni citlivosti bakterii
izolovanych z ryb, jejichz zakladem se staly mezinarodni metodiky publikované
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006a,b; 2014a,b) a vybrané
publikace. Metodika je uplatnitelna pro pfislusniky celedi Enterobacteriaceae
(napt. Yersinia ruckeri, Edwardsiella tarda), celedi Vibrionaceae (napf.
Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila) a dalsi mezofilni druhy
aeromonad, Aeromonas salmonicida (typické a nékteré atypické kmeny)
a Pseudomonas spp.

2.1. Uvod

Intenzifikace chovu ryb je celosvétové na vzestupu a pfi vysokych
koncentracich ryb v rznych typech akvakultur mize dochazet k jejich stresové
zatézi. To se ve svém duasledku muze projevit mimo jiné i zvySenym vyskytem
infekénich onemocnéni. Z tohoto divodu musi chovatelé a veterinarni
Iékari zlepSovat profylaktické postupy, aby zamezili ekonomickym ztratam
v ohrozenych chovech. Komplex profylaktickych opatfeni proti infekcim
bakteridlniho plvodu vychazi mimo jiné také z vysledkd laboratornich
vySetfeni. B€éhem poslednich nékolika desetileti byl dosazen zna¢ny pokrok
v oblasti izolace a identifikace bakteridlnich plvodcd onemocnéni ryb. Tato
metodika je zaméfena na stanoveni citlivosti vi¢i antibakterialnim latkam
u plvodcl erytrodermatitidy kaprQ v uzsim slova smyslu a v Sirsim pohledu
u puvodcu infekci ryb vyvolanych aeromonadami. Jedna se totiz o postupy,
které Ize aplikovat jednotné na pohyblivé mezofilni druhy aeromonad a jiné
nez psychrofilni kmeny A. salmonicida. Druhy rodu Aeromonas mohou
vyvolavat septikémie, ulcerativni (viedovité) a hemoragické choroby ryb,
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vcetné furunkulézy (CLSI, 2006a,b; Austin a Austin, 2007). Skutecnost, zZe
mnoho bakterialnich kultur izolovanych z nemocnych ryb neodpovida vzdy
popisovanym charakteristikdm bakteridlniho druhu, zejména pokud jsou
pouzity pro jejich identifikaci pouze biochemické znaky, vede k chybam
v udavani redlného vyskytu a rznorodosti druhd podilejicich se na infekcich
ryb (je ale nad rdmec této publikace vénovat se metodam druhového urceni
aeromonad). Metodika stanoveni citlivosti plivodcud erytrodermatitidy se maze
uplatnit i pfi stanoveni citlivosti jinych kultivacné nenaroc¢nych bakterii, které
se izoluji z infikovanych ryb rlznych druhg.

V celosvétovém meéfitku je v porovnani s ostatnimi druhy hospodarskych
zvifat povolen k terapii ryb jen omezeny pocet antibakteridlnich substanci.
V CR jsou aktudlné registrovany pro lé¢bu ryb v uzZitkovych chovech
oxytetracyklin (RUPIN SPECIAL), flumequin (FLUMIQUIL 50%) a florfenikol
(AQUAFLOR 500 mg/g premix pro medikaci krmiva pro pstruha duhového,
Oncorhynchus mykiss). Jind praxe mGze byt uplatiiovana v chovech okrasnych
druhtd ryb. Evropska legislativa povoluje veterinarnim Iékafdm predepisovat
pro akvarijni ryby ,extra-label” uziti i nékterych dalSich Gc¢innych latek. Tento
pfedpis musi byt podlozen vysledky laboratornich vySetfeni, tj. kultiva¢nim
potvrzenim bakteridlni infekce a vysledky stanoveni citlivosti izolatl bakterii
vU¢i antibakteridlnim latkam (Kolarova a Nepejchalova, 2014).

Problematika bakterialnich infekci vodnich Zivocichd, pro jejichz 1é¢bu je
mozné uzit antibakteridlnich latek, je velmi Sirokd. Jen z pohledu moznych
plvodctl bylo popsano vice nez 70 druht bakterii schopnych vyvolat u Zivocich
chovanych v akvakulturach infekéni onemocnéni. Vedle bakteridlnich druhd,
které byly dobfe charakterizovany jako puvodci infekci ryb a jinych vodnich
zivoclicht, existuje fada pfipadl, kdy se izolovany mikroorganizmus podafi
identifikovat pouze caste¢né nebo zlstane neidentifikovany. V takovych
pfipadech je nutné provést, stejné jako u identifikovanych pdvodc(, stanoveni
citlivosti vi¢i antibakterialnim latkam pred zahajenim vlastni chemoterapie.
Stanoveni citlivosti je indikovano také tehdy, kdyz existuje obava, Ze bakterialni
ptvodci onemocnéni mohou byt vybaveni mechanizmy rezistence proti bézné
uzivanym antibakteriadlnim latkdm v daném chovu (CLSI, 2014a).

Stanovovani citlivosti nepatogennich bakterii pochazejicich z vodniho
ekosystému akvakultur je také dulezité pro poznani epidemiologickych
souvislosti vyskytu antibakteridlni rezistence. UZzivani antibakterialnich
latek v akvakulturach vzbuzuje vzristajici zajem o mozné dopady na lidské
zdravi. Existuji napriklad obavy z prlikazu rezidui antibakterialnich latek
v sedimentech a s tim souvisejiciho vyskytu rezistentnich bakterii, které jsou
vysledkem intenzivniho chovu ryb a jejich terapie. Mnoho literarnich udaji
se vénuje popisu riznych postupll stanoveni citlivosti. Tyto metody se lisi
v teplotach a dobé inkubace, slozeni médii a koncentracich antibakterialnich
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latek. Za uc¢elem odpovidajiciho vyhodnoceni G¢innosti antibakteridlnich latek
na bakterie pochazejici z vodniho prostiedi je nezbytné, aby byly pro vyse
uvedena vysetieni vyuzivany standardizované metodiky (CLSI, 2014a).

2.2. Indikace k provedeni vySetieni citlivosti

Urceni citlivosti je doporucovano pro kazdy izolat bakteridlniho patogenu,
ktery se podili na infekénim procesu vyzadujicim antibakterialni terapii a jehoz
citlivost nemuUze byt spolehlivé ovérena na zakladé drivéjsich znalosti. Bohuzel,
ne u viech patogennich bakterii byly vyvinuty metody testovani citlivosti
a kontrola jejich kvality. Rovnéz nebyla zavedena kritéria pro interpretaci
vysledkl vysetfeni citlivosti k antibakteridlnim latkam. Vysetfeni citlivosti
je ¢asto vyzadovano klienty, ktefi se domnivaji, Ze pidvodce onemocnéni je
rezistentni proti b&zné uzivanym a registrovanym antibakterialnim [é¢ivam.
Pfitom je tfeba pfipomenout, Ze u nékterych mikroorganizmi Ize stale
predpokladat jejich citlivost, proto je empiricky pfistup k terapii obecné
uznavany. V neposledni fadé jsou vySetieni citlivosti rovnéz dulezita pfi studiich
epidemiologie rezistence a ucinnosti nové zavadénych chemoterapeutik (CLSI,
2014a).

Bakterialni kultura uréend k vySetieni by méla byt zpracovana standardnim
postupem. Jiné, tzv. zkracené postupy, vedou k mylnym vysledkdim a nevhodné
volbé antibiotické terapie. Nemély by byt testovany smiSené bakterialni kultury.
Je zapotiebi se vyhnout praktikam zrychleného pfimého vySetreni citlivosti
provadéného formou pfimé kultivace klinického materialu. V situacich, kdy
podstata infekce je nejasna a vzorek obsahuje smés bakterii rdznych druht
nebo béZznou mikrofléru, pak nemaji izolované bakterie pravdépodobné vztah
k infek¢nimu procesu. Testy citlivosti jsou proto zbyte¢né a vysledky casto
zavadéji k nevhodné antibiotické terapii.

Z jedné epidemie bakteridlni infekce je tfeba vy3etfit vice nez jeden izolat
plvodce, protoze jsou zaznamenany pfipady vyskytu bakterii s rGznymi profily
citlivosti vi¢i antibakterialnim latkam.

2.3. Vybér antibakterialnich latek pro rutinni vySetreni citlivosti a sdé-
lovani vysledka

Vybér nejvhodnéjsich antibakterialnich latek k testovani citlivosti a sdélovani
vysledk( provadi veterinarni bakteriologicka laboratof po konzultaci se
specialisty na choroby ryb. Uceleny pfehled antibakteridlnich latek vyuZzivanych
s raznou cetnosti v akvakulturach v celosvétovém méritku, a to vcetné
vyznamnosti dajd o kontrole kvality, poskytuje tabulka ¢. 1.
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2.4. Rutinni sdélovani vysledk

Rutinni protokoly o vysledcich stanoveni citlivosti ur¢ené veterinarnim
Iékarim, specialistdm na choroby ryb, by mély zahrnovat antibakterialni latky
vhodné pro lé¢ebné pouziti. Pro diagnostické laboratofe mize byt ddlezité
sledovat zmény v citlivosti i u antibakteridlnich latek, které jsou vyuzivany
v humanni mediciné. Za timto u¢elem mohou laboratofe testovat citlivost vidi
Sirsimu spektru latek, nez je obvykle schvaleno pro specifické potieby Ié¢by
infekci ryb a dalSich vodnich Zivocichd. Zalezi na rozvaznosti laboratornich
pracovnik(l a konzultaci s veterinarnimi Iékafi - specialisty, kterd 1éciva jsou
vybrana pro rutinni stanoveni citlivosti. Nékteré laboratore z rliznych dvodu
testuji i neschvalend chemoterapeutika. V téchto pfipadech je dulezité
poznamenat, ze klient nebo veterinarni 1ékaf prebira vSechnu odpovédnost
za Ucinnost, bezpecnost a zamezeni vyskytu rezidui pfi pouziti téchto
neschvalenych latek. Kazda laborator by méla do sdéleni o vysledcich vySetieni
zahrnout upozornéni na narodni predpisy, které tuto cinnost reguluji (CLSI,
2014a; Kolarova a Nepejchalova, 2014).

2.5. Postup stanoveni minimalni inhibi¢éni koncentrace (minimal
inhibition concentration; MIC) metodou ziedovani antibakterialni latky
v bujonu

latky, kterd inhibuje viditelny rést testovaného mikroorganizmu ve zkumavkach
makrodilu¢niho provedeni nebo jamkach desti¢cky u mikrodilu¢niho provedeni
testu.

2.5.1. Piiprava kultivacnich médii

Jako médium volby k testovani citlivosti béZzné izolovanych rychle rostoucich
aerobnich nebo fakultativné anaerobnich bakterii je doporuc¢ovan Mueller-
Hintonlv bujén s upravenou koncentraci kationl (Cation-adjusted Mueller-
Hinton Broth, CAMHB; CLSI, 2014a). Kazda Sarze CAMHB se testuje standardni
sestavou kontrolnich kmenl bakterii, a pokud nejsou dosazena pfijatelna
kritéria minimalnich inhibi¢nich koncentraci (,minimal inhibition concentration”
- MIC), provéfuje se predepsany obsah kationt (Ca%, Mg?*) i jiné vlivy a slozky,
které mohly ovlivnit neshodny vysledek.

CAMHB médium muzeme ziskat z komercnich zdrojd (napt. Mueller-Hinton
Broth, CM0405, Oxoid) s certifikatem kontroly kvality. Pfi pfipravé tohoto
média ze suSeného zakladu postupujeme podle instrukci vyrobce a u kazdé



varky kontrolujeme pH, které by mélo byt pfi teploté 25 °C mezi 7,2 az 7,4.
Hotové médium ma svétle sldmovou az slamovou barvu, je bez zakalu nebo
opalescence. Médium uchovavame pfi teploté 2-8 °C.

2.5.2. Priprava bakterialni suspenze (inokulum)

Zakalovy standard pro pripravu bakterialnich suspenzi

Ke standardizaci vychozi suspenze bakterii pro stanoveni citlivosti Ize vyuzit
0,5 stupné McFarlandova standardu nebo jeho opticky ekvivalent. McFarlandiv
standard mazeme ziskat zkomer¢nich zdroja nebo si ho mizeme sami pfipravit
podle nasledujiciho postupu:

1.

Pfidame 0,5ml 0,048 mol.litr' BaCl, (1,175% w/v BaCl, . 2H,0) k99,5 ml
0,18 mol.litr" (0,36N) H,SO, (1% v/v) za soucasného michani, az se
vytvofi suspenze.

Ovéfime spravnost intenzity zakalu jeho zmérenim ve spektrofotometru
pfi uziti kyvet o Sifce 1 cm a ur¢ime absorbanci. Absorbance pfi 625 nm
by méla byt 0,08 az 0,13 pro 0,5 stupné McFarlandova standardu.
Ovéreny standardni roztok siranu barnatého pipetujeme v mnozstvi 4 az
6 ml do zkumavky se Sroubovym uzavérem a po uzavieni uchovavame
pfi laboratorni teploté v temnu. Stejny typ zkumavky pak musime
pouzivat pro pfipravu bakterialni suspenze.

Tento standard se musi obménovat kazdy mésic a vzdy je nezbytné
provérit spravnost intenzity zakalu (viz bod 2).

Vlastni pfiprava bakterialni suspenze

Metoda pfimého suspendovani kolonii

1.

Pfipravime inokulum vytvofenim suspenze pfimo ve fyziologickém
roztoku nebo bujénu. Ve vétsiné standardizovanych postupt k provedeni
dilu¢nich testd se vyuziva k pfipravé inokula deionizovana voda, ale
protoze néktefi puvodci infekci vodnich Zzivo¢ichG mohou v tomto
prostredi zazit osmoticky stres, je obecné doporucovano deionizovanou
vodu nepouzivat. V cisté 24 az 48h kultufe na neselektivhim agaru,
napl. krevnim agaru, vybereme tfi az pét dobfe izolovanych kolonii
a pouzijeme je k pfipravé suspenze.

Standardizujeme koncentraci inokula na 1 az 2 x 108 kolonie tvoficich
jednotek (KT)).ml", coz by mélo odpovidat absorbanci A,,, 0,08 az 0,13
pfi méreni spektrometrem, 0,5 stupné McFarlandovy zakalové stupnice,
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kdyz pouzijeme kolorimetr, nebo 30 az 70 NTU (Nephelometric Turbidity
Units), kdyz pouZzijeme zakalomér.

2.5.3. Piiprava a uchovani nafedénych antibakterialnich latek

Makrodilu¢ni metoda v bujonu

1.
2.

3.

4.

Pouzijeme testa¢ni zkumavky velikosti 13 x 100 mm.

Pouzijeme kontrolni zkumavku s bujéonem bez antibiotika pro kazdy
vySetfovany kmen.

Zkumavky uzavieme Sroubovacim, plastovym nebo kovovym uzavérem,
nebo vatovou zatkou.

Pripravime konecna dvojnasobna fedéni antibiotika v bujénu miSenim
zasobniho roztoku a CAMHB podle tabulky ¢ 3 (pfiloha tohoto
dokumentu). Nejmensi konecny objem, ktery budeme potiebovat
pro vlastni test, je 1ml kazdého fedéni. Jedna pipeta se pouzije pro
pInéni fedidla (CAMHB) a pfidani zasobniho roztoku antibiotika do prvni
zkumavky. Pro zbyvajici fedéni pouzijeme vzdy samostatnou pipetu.
Je tfeba pocitat s tim, Ze ucinnou latku pridanim stejného objemu
suspenze inokula nafedime 1 : 1, proto fedéni ucinné latky pfipravime
v dvojnasobné koncentraci, nez je pozadovana kone¢na koncentrace.

Mikrodilu¢ni metoda v bujonu

Metoda se nazyva mikrodilu¢ni proto, ze plnime malé objemy do sterilni
mikrotitra¢ni desti¢ky s jamkami s okrouhle kénickym dnem. Kazda jamka by
meéla obsahovat 0,1 ml bujénu. Pri pfipravé desti¢ky a antibakterialnich latek
se fidime tabulkou ¢. 2 a 3.

1.

K pfipravé desticek pro pfimé pouziti nebo pro zamrazeni pouzivame
vicekanalovou pipetu nebo plnici zafizeni pro plnéni jamek rovnym
dilem bujonu. Tedy do kazdé z 96 jamek desticky se naplni objem
0,05 ml bujénu. Roztoky antibakterialnich substanci jsou pfipraveny
v dvojndsobné koncentraci, nez je pozadovand koncentrace
antibakteridlni latky vzhledem k tomu, Ze po pfidani 0,05 ml inokula
do kazdé jamky dojde k vyslednému rfedéni 1 : 1. Kazda desticka by
méla obsahovat rlstovou kontrolu (jamka se zaotkovanym bujénem
bez antibakterialni latky) a negativni kontrolu (jamka s nezao¢kovanym
bujonem). Desticka s fedénymi antibakterialnimi latkami, které budou
testovany, se ockuje objemem 0,1 ml inokula vysSetfované bakteridlni
kultury do kazdé z 96 jamek s vyjimkou negativni kontrolni jamky.

-117 -



2. Desticky tésné uzaviené v plastovém sacku se ihned umisti do mraziciho

boxu pfi - 20 °C (pfednostné pii -60 °C) do té doby, nez budou
potfebné. Vétsina antibakteridlnich latek je stabilnich v zamrazeném
stavu po nékolik mésicd, ale nékterd agens (napf. ampicilin, imipenem)
jsou citlivéjsi. Nesmi se skladovat v mrazicich boxech s automatickym
odmrazovanim a jednou rozmrazené roztoky se nesmi znovu zamrazit.
Opakované rozmrazovani a zamrazovani urychluje degradaci nékterych
antibakterialnich latek, zejména betalaktamovych antibiotik.

Priprava inokula pro naockovani desticky

Standardizované inokulum maze byt pfipraveno tak, jak bylo popsano pro
makrodilu¢ni a mikrodilu¢ni metodu.

1.

Optimalné béhem 15 minut pripravime inokulum a ockujeme testacni
jamky/zkumavky odpovidajicim objemem upravené bakterialni
suspenze tak, ze v kazdé zkumavce (makrodilu¢ni metoda) a jamce
(mikrodilu¢ni metoda) bude obsazeno pfriblizné 5 x 10° KT).ml".
Redici postup vedouci k ziskani tohoto koneéného inokula se méni
v zavislosti na metodé pouzité k pridani inokula do jednotlivych jamek
nebo zkumavek a podle mikroorganizmu, ktery je testovany (viz bod 2
a3).

Pfi mikrodilu¢nich testech musi byt znamy pfesny objem prenaseny
do jamek, aby mohl byt proveden vypoclet koncentrace bakterii.
Napfriklad, jestlize je objem média v jamce 0,1Tml a objem inokula je
0,005ml, pak suspenze o denzité 0,5 stupné McFarlandovy stupnice
(1 x T08KT).mlI"") by méla byt fedéna 1: 9, abychom ziskali 107 KT).ml".
Kdyz 0,005ml této suspenze je ockovano do bujénu, konecna
koncentrace bakterii by méla byt priblizné 5 x 10° KT).mI" (odpovida
5 x 10*KT) na jamku u mikrodilu¢ni metody). Dejte pozor, aby pfi pouziti
zamrazenych test( v desti¢kach byl dodrzen v kazdé jamce poZzadovany
objem.

Laboratofe by mély byt vedeny k tomu, aby pravidelné provadély
kontrolu poctu bakterii v suspenzi kultivaénim vySetfenim, aby se
ujistily, Ze vysledna koncentrace bakterii v provadénych testech citlivosti
je priblizné 5 x 10°KT).ml"'. To Ize snadno provést odebranim 0,01 ml
z jamky/zkumavky s kontrolou rlstu po naockovani a redit ve sterilnim
fyziologickém roztoku 1 : 1 000. Po promichani 0,1 ml nafedéného
inokula rozetfeme na povrch vhodného agarového média. Po inkubaci
bychom méli ziskat pfiblizné 50 kolonii, coz bude dokazovat, ze hustota
inokula splnila predepsanou koncentraci 5 x 105KT).ml ™.
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Ockovani makrodilu¢nich testt ve zkumavkach a mikrodilu¢nich testu
v destickach

Ockovani makrodilucnich testi ve zkumavkach

Béhem 15 minut po standardizaci hustoty inokula (viz kapitola 2.5.3.)
pfiddme 1 ml inokula do kazdé zkumavky, kterd jiz obsahuje 1ml roztoku
antibakterialni latky ve zvolené radé redéni. Navic je zafazena zkumavka
s bujénem bez antibakterialni latky, ktera slouzi jako pozitivni kontrola. Obsah
kazdé zkumavky zamichame a ziskame tak fedéni antibakterialni latky 1 : 1
afedéni inokula 1: 1.

Doporucuje se zkontrolovat ¢istotu inokula vyoc¢kovanim na neselektivni
agarové médium, které paralelné inkubujeme s testovanymi zkumavkami.

0Oc¢kovani mikrodiluénich testd v desti¢kach

Cerstvé pripravenou nebo rozmrazenou suchou desti¢ku ockujeme
pipetovanim inokula nebo jeho hromadnym nanesenim s vyuzitim replikatoru
(multiinokulatoru). Stejné jako u makrometody je optimalni naredit inokulum
béhem 15 minut po standardizaci hustoty. Pokud by objem inokula prekrodil
10 % stavajiciho objemu jamky, je tfeba brat v Gvahu fedici ucinek inokula
na antibakterialni latku. Obvykle je v pfipravenych destickach uzivano fedéni
1:1(0,05ml roztoku antibakterialni l[atky + 0,05 ml inokula).

Do kazdé jamky desticky obsahujici 100 ul ziedéné antibakteridlni Idtky
v bujénu se pridd maximdIné 5 ul suspenze zfedéného inokula (multikandlovou
pipetou presné 5 ul nebo inokuldtorem - jezkem).

Doporucuje se zkontrolovat ¢istotu inokula vyockovanim na neselektivni
agarové médium, které paralelné inkubujeme s testovanymi zkumavkami.
Kazdou uzavienou desti¢ku umistime pred inkubaci do plastikového sacku,
abychom zabranili vysychani.

Ihned po naockovani se ovéfi skute¢na hustota inokula. Z jamky pozitivni
kontroly ristu se odebere 10 pl bakterialni suspenze, ktera se nasledné zredi
v 10ml bujonu nebo fyziologického roztoku. Z tohoto fedéni se prfenese
100 pl kultury na vhodnou agarovou padu, ktera se inkubuje podle naro¢nosti
vySetfovaného druhu bakterialni kultury. Zkouska se povazuje za vyhovuijici,
pokud na agarové pudeé vyroste 20 az 80 kolonii.

Ovéreni bakterialni Cistoty: Z jamky bez antibakteridlni latky (pozice 12A
na destic¢ce) se odebere 100 ul, ty se kultivuji na neselektivnim agarovém
médiu, které se inkubuje podle naroc¢nosti vySetfovaného druhu bakterialni
kultury.
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Pred inkubaci se mikrotitra¢ni desticky uzaviou tésnicim vickem nebo lepici
folii.

2.5.4. Inkubace

Makrodilu¢ni nebo mikrodilu¢ni testy inkubujeme pfi 22 + 2 °C po dobu
24 az 28 hodin a/nebo 44 az 48 hodin; nebo pfi 28 + 2 °C po dobu 24 az
28 hodin v inkubatoru za aerobnich podminek. Pro udrzeni stejné inkubacni
teploty a spravné cirkulace vzduchu pro vsechny kultury se doporucuje omezit
vrieni desti¢ek na sebe na minimum.

2.5.5. Stanoveni MIC, tzv. end point a interpretace vysledka

VSeobecné, MIC stanovena u gramnegativnich tycinek mikrodilu¢ni
metodou je bud stejna, nebo o jedno ¢&i dvojndsobné tedéni nizsi nez
srovnatelnd MIC dosazenda makrodilu¢ni metodou. To by mélo byt brano
v Uvahu pfi porovnavani vysledkd ziskanych standardnim postupem a téch
docilenych agar- dilu¢ni metodou nebo technikou difuze v gradientu (E test).
Pro takové pripady by méla byt provedena odpovidajici valida¢ni studie.

Vysledky se odecitaji po dosazeni dostate¢ného naristu mikroorganizmu
(sediment nebo zfetelny zakal) a po ovéfeni cistoty bakteridlni kultury
a prislusné koncentrace inokula.

Pro odecteni vysledkl mlze byt vyuzZito zobrazovaci zafizeni, které
usnadniuje odecteni vysledkl a zaznamenani vysledkd mikrodilu¢nich testd,
pokud se nepfipusti Zzadny kompromis ve schopnosti rozlisit rast v jamkach.
Porovnavame intenzitu rGstu ve zkumavkach nebo jamkach obsahujicich
antibakterialni latky s intenzitou rdstu v pozitivnich kontrolach ristu (bez
antibakterialnich latek), které jsou v kazdé sestavé testl. Za platné a pfijatelné
vysledky jsou povazovany napt. sediment 2 2 mm (viz obr. 1) nebo odpovidajici
zdakal v pozitivni kontrole rlstu. V pfipadé trimetoprimu a sulfonamidd mohou
antagonisté téchto sloucenin dovolit pouze slaby rist, proto odeditame end
point jako koncentraci, pfi které je 80% nebo vétsi potlaceni rlistu, nebo 20%
hustota rlstu ve srovnani s pozitivni kontrolou radstu.

Kdyz se pfi odecitani vysledkd dilu¢niho testu vyskytne inhibice rdstu
v jedné jamce nebo zkumavce v souvislé fadé testu (ndhodné vynechani),
zaznamename vyssi ze dvou MIC. Pokud dojde k vynechani vice nez jedné
jamky, pak vysledky neodecitame a test zopakujeme.

-14 -



METODY STANOVENI CITLIVOSTI PUVODCU
ERYTRODERMATITIDY KAPRU K ANTIBAKTERIALNIM LATKAM

Interpretacni kritéria byla doposud stanovena pouze pro izolaty Aeromonas
salmonicida pro oxytetracyklin a kyselinu oxolinovou (tabulka ¢. 4). Pro dalsi
antibakteridlni latky byla zavedena zatim pouze tzv. epidemiologicka ,cut off”
(tabulka €. 5). U dalSich pfibuznych druh( je treba kritéria odvodit z téchto
udaju, ale pouze pro orienta¢ni posouzeni.

= e a #
NS

Q
o
&

Obr. 1. Stanoveni MIC metodou zfedovdni antibakteridini Idtky v bujénu: mikrotitracni
desticka pred odectenim vysledkdi (A) a detail mikrotitracni desti¢ky s patrnym projevem
rastu v podobé knofii¢kovitého sedimentu na dné jamek a s inhibici rdstu v prvnich trech
jamkdch prvni A fady (B) (foto A. Cizek).

2.5.6. Kontrola kvality

Ucel

U¢elem zavedeni programu kontroly kvality je napomoci sledovani:

e presnosti (opakovatelnosti) a spravnosti postupu testovani citlivosti,
e spolehlivosti ¢inidel vyuzivanych pfi testovani,
e spolehlivosti pracovnik(, ktefi provadéji kultivace a odecitani vysledka.

Toho lIze nejlépe dosahnout pouzivanim kontrolnich kmenl se znamou
citlivosti k testovanym antibakterialnim latkam.
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Odpovédnost za kontrolu kvality

Modernilaboratore jsou pfi zajistovani reagencii, médii a testacnich systém
pro provedeni testovani antibakteridlni citlivosti velmi zavislé na komer¢nich
farmaceutickych a diagnostickych produktech. PfestoZe se jedna o standardni
metody, je mozné vyuzivat nékteré komer¢né dostupné systémy testovani,
které vychazeji hlavné nebo z¢asti z téchto metod.

Logické roz¢lenéni odpovédnosti mize byt nasledujici:
e \Vyrobci
o Antibakterialni stabilita, oznacovani antibakterialni latky, Gc¢innost
zasobniho roztoku antibakteridlni latky, vyhovéni statnimu systému
regulace, celistvost produktu.
e UzZivatel (laboratofr)
o Uchovani za podminek doporu¢enych vyrobcem (zabranéni
znehodnoceni).
Zpusobilost laboratornich pracovnikd provadét testy.
o Dodrzovani zavedenych postupt (napf. pfiprava inokula, podminky
inkubace, interpretace vysledk).

Vyrobci by méli doporucit program kontroly kvality, ktery uzivateldm
umoznuje hodnotit faktory (napf. hustotu inokula, podminky prepravy
a uchovani), které mohou s nejvétsi pravdépodobnosti pusobit problémy
pfi pouziti, a stanovit vhodnost testu, kdyz je proveden podle zavedeného
protokolu.

Referenéni kmeny

Vhodné referen¢ni kmeny vybrané pro kontrolu kvality dilu¢niho testu
v bujénu by mély poskytovat MIC hodnoty, které spadaji do blizkosti stfedu
koncentra¢niho rozpéti pfijatych hodnot, které jsou bézné pro vySetfované
patogenni bakterie (napf. idealni je inhibice rGstu kontrolniho kmene
ve Ctvrtém fedéni v sérii sedmi fedéni, ale kmeny s hodnotou MIC ve tretim
nebo patém redéni by mély byt také pfrijatelné). Dalsi informace je mozné
nalézt vdokumentu CLSI (2014b).

Pokud tfi nebo méné prilehlych Fedéni antibakteridlni substance
jsou testovany témito metodami, musi byt metody pro kontrolu kvality
modifikovany. Vhodnou alternativou je uziti kontrolniho kmene s MIC, ktera
je stejna nebo ne mensi nez o jedno dvojnasobné fedéni nizsi koncentrace,
a druhy kontrolni kmen ma hodnotu MIC, kterd je stejna nebo ne vyssi
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nez o jedno dvojnasobné fedéni vyssi koncentrace. Kombinace vysledkd
odvozenych z testovani téchto dvou kmend by méla poskytnout nejméné
jeden end point v testované Skale fedéni.

V soucasné dobé se doporucuje vyuzivat ke kontrole kvality kterykoliv
z nasledujicich kment: Escherichia coli ATCC 25922 (CCM 3954) a Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 (CCM 7246").

Kmen E. coli ATCC 25922 byl zvolen jako kontrolni pro jeho Siroky rozsah
teplotni tolerance, Siroké spektrum citlivosti a také proto, Ze je jiz bézné uzivan
v zavedenych veterinarnich vySetfovacich metodikach.

Kmen A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 byl vybran pro
kontrolu kvality, protoze vykazuje relativné nizké hodnoty MIC u nékterych
antibakteridlnich substanci (napf. erytromycin, chloramfenikol), které jsou
u E. coli vysoké. Nékteré kmeny A. salmonicida tvofi ,A-layer”, povrchovou
vrstvu spojenou s virulenci a autoagregaci. Po opakovanych pasazich
na médiich pfi vyssich teplotach nez je optimalni teplota pro A. salmonicida se
tento genotyp ztrati. Kontrolni kmen ATCC 33658 A-layer netvofi. Pfitomnost
¢i nepfitomnost této vrstvy maze ovlivnit vysledek citlivosti vaci nékterym
antibakterialnim latkam, proto by laboratofe mély, jestlize nastanou problémy,
kontrolovat takovy genotyp izolatl pouzivanim tohoto kmene ke kontrole
kvality.

Dalsi kontrolni kmeny, které Ize vyuZzit ke kontrole kvality, jsou uvedeny
v tabulce ¢. 1.

Uchovani referenénich kment

Prodlouzené uchovani kmenl je mozné pfi teploté -20 °C nebo nizsi
(preferovat bychom méli teplotu -60 °C nebo nizdi nebo tekuty dusik)
ve vhodném kryoprotektivnim médiu (napf. bujon s 50 % teleciho fetalniho
séra, 10% az 15% glycerol v tryptézo-sdjovém bujénu, defibrinovana ov¢i krev
nebo odstfedéné mléko), nebo v lyofilizovaném stavu.

Pracovni kultury se uchovavaji na tryptézo-séjovém Sikmém agaru pfi
2 az 8 °C a subkultivuji se kazdy tyden, ne viak vice nez 3 po sobé jdouci
tydny. Pracovni kultury se pfipravuji ze zamrazenych kultur kazdy mésic nebo
se ziskaji komer¢ni kultury napf. ve formé Zelatinovych diskd z Ceské sbirky
mikroorganizm.

Kultury ziskané kultivaci ze zamrazenych a lyofilizovanych kmend musi
byt dvakrat subkultivovany pred vlastnim zafazenim do testovani citlivosti.
Kolonie se nechaji nardst nebo se suspenduji pro nasledné testovani podle
doporucenych postupt pfipravy inokula.
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Kontrolni kmeny mohou byt pouzity ke sledovani presnosti
(opakovatelnosti) a spravnosti dilu¢niho testu v bujonu, pokud neni zjisténa
vyznamnd zména v hodnoté MIC, kterd nemlze byt pfisuzovana metodické
chybé. Jestlize ziskame nevysvétlitelné vysledky, které ukazuji zménu vlastni
citlivosti mikroorganizmu, je tfeba ziskat novou kulturu kontrolniho kmene.

Kontrola médii a materialu

Testujeme kazdou novou Sarzi/varku zkumavek nebo desti¢ek odpovidajicim
kontrolnim kmenem, a jestlize ziskané MIC hodnoty spadaji do pfijatelného
rozsahu (tabulky ¢. 6 az 10), médium vyhovuje. Pokud jsou hodnoty mimo
pfijatelny rozsah, pak Sarze/varka média nevyhovuje.

U kazdé varky média alespori jednu zkumavku nebo mikrotitra¢ni desti¢ku
s rozplnénym bujénem inkubujeme pres noc, abychom mohli posoudit sterilitu
pfipravené varky média.

2.5.7. Cetnost testovani kvality

Kdyz je testovani MIC provadéno méné nez jedenkrat tydné, méla by byt
testovana kvalita paralelné v ten den, kdy provadime vySetfovani. Pokud se
vySetfuje MIC castéji, mGze byt kontrola kvality provadéna denné, a jestlize
jsou vysledky pfrijatelné, testujeme s vyuzitim kontrolnich kment jednou tydné.

Kazdodenni testovani

Za vyhovujici je pfi kazdodennim testovani kvality povaZzovano, kdyz ne
vice nez 3 ze 30 po sobé jdoucich vysledkl pro kazdou jednotlivou kombinaci
antibakterialni latka/mikroorganizmus pfesahnou pfijatelné limity uvedené
v tabulkach ¢. 6 az 10. Laboratof musi provést napravna opatreni, pokud je
tato frekvence prekrocena.

Tydenni testovani

Musi byt provedeno odpovidajici Setfeni kvality, aby bylo mozné pfrejit
z kazdodenni na tydenni kontrolu kvality.

1. Testujeme vSechny kontrolni kmeny po 20 nebo 30 po sobé jdoucich
dnld a zaznamename vysledky.

2. Natydennitestovani kvality pfejdeme, pokud ne vice nezjeden z 20 nebo
3 ze 30 hodnot MIC pro kazdou kombinaci antibakterialni substance/
mikroorganizmus nepresahnou pfijatelné rozsahy MIC hodnot uvedené
v tabulkach ¢. 6 az 10.
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2.5.8. Napravna opatreni

Neshodny vysledek v diisledku evidentni chyby

Evidentni chyby zahrnuji: (i) pouziti nevhodného kontrolniho kmene, (ii)
evidentni kontaminaci kontrolniho kmene nebo média a (iii) pouziti nevhodné
inkubac¢ni teploty nebo jinych podminek inkubace.

V takovych pfipadech pfic¢inu chyby zaznamename a opakované kontrolni
kmen testujeme ve stejny den, kdy byla chyba zjisténa. Pokud jsou ziskané
vysledky v pfijatelném rozmezi hodnot, neni zapotifebi zadné napravné
opatfeni.

Neshodny vysledek bez zjevné chyby
Okamzita napravna opatreni

Jestlize je zjistén vysledek, ktery neodpovida pfijatym kritériim kvality

rozsahu MIC u kontrolnich kmend, je tfeba okamZité provést napravna opatreni:

e Test/postup, ve kterém byla zjisténa chyba, musi byt prfezkouman

a sledovan v kazdodennim intervalu 5 po sobé jdoucich dnd a vsechny
vysledky musi byt dokumentovany.

e Jestlize vSech 5 hodnot MIC naméfenych u pfislusné kombinace
antibakterialni latka/kontrolni kmen odpovida pfijatym kritériim kvality
uvedené v tabulkadch ¢. 6 az 10, pak neni tfeba zavadét napravna
opatfeni.

o Jestlize néktera z péti hodnot MIC je mimo pfijata kritéria kvality, je
nezbytné provést dodate¢na napravna opatreni podle kapitoly 2.5.9. -
¢asti Kontrola cistoty.

e Kazdodenni kontrolni vySetfeni musi pokracovat, dokud neni problém
vyfeSen.

Dodatecna ndpravna opatieni

Pokud okamzita napravna opatfeni neshodny vysledek nevyfesi, pak se
pravdépodobné jednda o systémovou nebo nahodnou chybu. Mély by byt
provéreny nasledujici zdroje chyb:

e exspirace standardu pro méfeni zakalu, jeho spravna pfiprava

a promichani pred pouzitim, kalibrace méfica zakalu,

e exspirace vieho pouzitého materidlu a spravnost podminek jeho

uchovani,
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e spravnost inkubacni teploty a atmosféry,

e spravnost méreni priimérd a prepisu hodnot,

e spravnost funkce ostatnich zafizeni (napft. pipet),

e odpovidajici teplota pfi uchovavani desticek,

e vylouceni zamény nebo kontaminace referen¢nich kontrolnich kmend,

e spravnost postupu pfi pfipravé a Upravé suspenze,

e adekvatnost podminek inkubace kultury kontrolniho kmene pred
pfipravou suspenze.

Maze se ukazat nezbytné ziskat nové kontrolni kmeny (ze zamrazeni nebo
spolehlivého zdroje) a nové Sarze dalSiho materidlu (v¢etné standardd pro
meéreni zakalu), nejlépe od riiznych dodavateld. Uzite¢né mlze byt dvoustranné
porovnani s jinou laboratofi, ktera pouziva stejnou metodu vysetieni.

Jakmile je pfi¢ina neshodného vysledku odhalena, miZzeme se vratit
ke kazdotydennimu testovani kvality, a to za predpokladu, Ze evidujeme
vyhovujici vysledky kontroly kvality po dalSich 20 az 30 po sobé jdoucich dnd.

2.5.9. Dalsi kontrolni postupy

Kontrola ristu

Kazda mikrotitracni desticka nebo fada zkumavek pfi makrodilu¢nim testu
pro testovani citlivosti obsahuje rastové kontroly, které tvofi zakladni bujén
bez antibakterialni latky, a ty slouzi k ovéfeni zivotnosti testované bakterialni
kultury. Soucasné se tyto rGstové kontroly vyuzivaji pfi odecitani ,end pointu”
u potencovanych sulfonamidd.

Kontrola ¢istoty

Nasledné po posouzeni rastovych kontrol (pozitivni kontrola) z nich
provedeme vyockovani na vhodné agarové médium a inkubujeme s cilem
vyloucit kontaminaci.
Kontrola inokula

Okamzité po zaockovani rdstovych kontrol provéfime pocitanim KT)

v desetinasobnych fedénich inokula po jejich vyockovani ainkubaci navhodném
agarovém médiu.
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Kontrola k rozliseni ,end point”

Rozliseni ,end pointu” je pravidelné posuzovano, aby se minimalizovaly
rozdily v hodnoceni MIC (,end pointd"”) mezi prohlizZiteli. Laboratorni personal,
ktery provadi tyto metody, by mél nezdavisle odeclist sestavu vybranych
dilu¢nich testd. Vysledky se zaznamenavaji a porovnavaji s vysledky zkuseného
pracovnika. VSechny odectené vysledky by mély souhlasit v mezich + jednoho
dvojnasobného redéni.

2.6. Postup stanoveni citlivosti diskovou difizni metodou

2.6.1. Pfiprava média

Ziskame Mueller-Hintonlv agar (M-HA) z ovéfenych zdroja (Oxoid, Difco
a dalsi) a pfipravime destilovanou vodu nebo deionizovanou vodu (vodivost
nesmi presahnout 10 uS).

M-HA pfipravime podle instrukci v pfibalovém letdku a kontrolujeme pH
agaru, které by mélo byt pfi laboratorni teploté v rozmezi 7,2 az 7,4. M-HA
sterilizujeme podle objemu pfipravovaného média, po sterilizaci temperujeme
ve vodni [azni na teplotu 45 az 50 °C a pak plnime do sterilnich Petriho misek
tak, aby vySka agaru dosahovala 4mm (tj. 25-30ml na misku o prlmeéru
100 mm), pfitom omezime tvorbu bublin a nechame agar zchladnout pfi
laboratorni teploté. Kazda agarovad plda musi byt pred kultivaci bez kapek
kondenzni vody. Proto, je-li to nutné, vysuSime misky v inkubatoru pfi 28 az
37 °C, nebo v laminarnim boxu s pootevienym vickem po dobu maximalné
30 minut. U reprezentativniho poctu misek z pfislusné varky se kontroluje
sterilita inkubaci pfi 28 az 35 £ 2 °C po dobu 24 hodin nebo déle. Média mohou
byt skladovana v chladni¢ce po 7 dnti ve vzduchotésném obalu, aby se omezilo
vysychani.

2.6.2. Piiprava inokula

1. Standardizované inokulum se pfipravuje suspendovanim kolonii
z 24hodinové (u pomalu rostoucich bakterii 48 az 72 h) kultury
vypéstované pri teploté, ktera bude pouzita pro testovani citlivosti.
K izolaci pouZijeme zivné, neselektivni médium, jako napfiklad krevni
agar nebo zivny agar.

2. Inokulum pfipravime suspendovanim minimalné 3 kolonii ze startovaci
kultury pfimo ve sterilnim fyziologickém roztoku nebo bujénu. Inokulum

-217-



standardizujeme nakoncentraci 1az2x 108KT).ml", cozby mélo korelovat
s optickou denzitou OD, 0,08 aZ 0,13 pfi uZiti spektrofotometru;
0,5 stupném McFarlandovy zakalové skaly; nebo 60 nefelometrickymi
jednotkami. Pro bakterie izolované z ryb je doporucovano ovéfit tuto
koncentraci rutinnim kultivaé¢nim vysetienim desetinasobnych rfedéni
testované kultury.

. Alternativné, pokud chybi potfebné vybaveni, Ize pouzit metodu

prostého porovnani pfipravované suspenze se standardem 0,5 stupné
McFarlandovy zakalové 3kaly proti bilému pozadi se silnymi ¢ernymi
carami (¢arova metoda). Pfed kterymkoliv méfenim zakalu je nutné
suspenzi intenzivné promichat na tfepadce (Vortex). Jestlize testovany
kmen autoaglutinuje, je tfeba kulturu rovnéz dikladné protiepat. Tento
postup dava srovnatelné vysledky pro fadu bakteridlnich druhd, presto
peclivé ovéfujeme koncentraci kultiva¢nim stanovenim poctu KTJ, a to
zejména u bakterii patogennich pro ryby, dokud neziskame dostatek
udaju pro validaci postupu pfipravy inokula kultur, které rutinné
nevysSetfujeme.

Nejpozdéji do 15 minut od pfipravy ponofime sterilni vatovy tampon
do standardizované suspenze. Prebytek suspenze odstranime rotaci
tamponu o sténu zkumavky.

Naockujeme cely povrch M-HA tamponem, s kterym bé&hem kultivace
otac¢ime na povrchu agaru. Pooto¢ime misku o 60° a naockujeme cely
povrch agaru stejnym postupem, opét pootocime o 60° a kultivujeme
cely povrch agaru stejnym zptsobem.

Pokud byla média spravné pfipravena, neni tfeba po kultivaci M-HA
vysusovat. V opacném pripadé pootevieme misku k vysuSeni pfi
laboratorni teploté a pfitom zajistime aseptické podminky, nejdéle viak
na 15 minut.

2.6.3. Aplikace disku

1.

Provéfime obsah antibakterialni latky v discich (doporu¢ené koncentrace
latek najdeme v tabulkach ¢ 11 az 13). Disky skladujeme podle
instrukci vyrobce. Pokud nejsou pfislusné disky komeréné vyrabény, Ize
je pripravit podle dokumentovaného postupu (CLSI, 2006a).
Aplikatorem (obr. 2) naneseme maximalné 5 disk( na misku o priméru
100mm a 12 diskd na misku o prdméru 150 mm. Minimalni vzdalenost
mezi stfedy diskG by méla byt 24 mm. Jestlize se inhibi¢ni zény prekryvaji,
snizime pocet disk(i na misce. Nikdy nepfemistujeme disky, které jiz byly
v kontaktu s povrchem agaru.
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Obr. 2. Aplikdtor disk (foto A. Cizek).

2.6.4. Inkubace

1. Misky neinkubujeme pred vlastnim nanesenim disk.

2. Inkubujeme vSechny misky aerobné, bud pfi 22 £ 2 °C nebo 28 + 2 °C,
a to co nejdfive po naneseni diskl. Zajistime dostate¢nou vlhkost
béhem inkubace napf. vlozenim misek do mikrotenového sacku.

3. Standardni doba inkubace je 24 az 28 h pfi 28 + 2 °C a 44 az 48 h pifi
pouziti 22 + 2 °C.

2.6.5. Odecitani vysledki

1. V prochazejicim svétle méfime zoény inhibice rGstu. Pokud se zjisti
jednotlivé kolonie v inhibi¢ni zé6né, je tfeba je reizolovat, ovérit identitu
kultury a opakované zjistit jeji citlivost.

2. Prdmér zén méfime kalibrovanym digitalnim nebo posuvnym méfitkem
nebo pravitkem v celych milimetrech.

Obrazek 3 znazorfiuje vysledek difuzni diskové metody pfi raznych
hustotach inokula.
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2.6.6. Interpretace vysledki

Doposud byla pfijata interpreta¢ni kritéria pro izolaty Aeromonas
salmonicida pro posouzeni citlivosti vici oxytetracyklinu a kyseliné oxolinové.
Tato kritéria lze jen orienta¢né vyuzit pro dalsi zastupce rodu Aeromonas. Pro
zastupce z celedi Enterobacteriaceae a rodu Pseudomonas by bylo mozné
odvodit kritéria pro posouzeni citlivosti z dokumentu VET01-S2 (CLSI, 2013).
Prijata interpretacni kritéria jsou uvedena v tabulkach ¢. 11 a 12.

2.6.7. Nepfijatelna kritéria

o Prilis fidké inokulum (kolonie se nedotykaiji).
e Zo6ny inhibice se prekryvaji (obr. 3a, b).

Obr. 3. Diskovd difuzni metoda: vysledek pouZiti optimdini hustoty inokula (A), pfilis
tidkého inokula (B) a pfilis hustého inokula (C) (foto A. Cizek).

2.6.8. Postupy kontroly kvality

Uécel pousziti

U¢elem zavedeni programu kontroly kvality je sledovani nasledujicich
ukazatel(:

e presnosti (opakovatelnosti) a spravnosti postupu testovani citlivosti,

e spolehlivosti ¢inidel vyuzivanych pfi testovani,

e spolehlivosti pracovnik(, ktefi provadéji testovani a odecitani vysledka.

Tyto cile Ize nejlépe dosahnout pouzivanim kontrolnich kmenl se znamou
citlivosti k testovanym antibakterialnim latkam.
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Referené¢ni kmeny

V soucasnosti jsou doporucovany pro kontrolu kvality diskové difuzni
metody pfi 22 + 2 °C nebo 28 + 2 °C nasledujici kontrolni kmeny: E. coli ATCC
25922 (CCM 3954) a A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 (CCM
72467).

Kmen E. coli ATCC 25922 byl zvolen jako kontrolni pro jeho Siroky rozsah
teplotni tolerance, Siroké spektrum citlivosti a také proto, Ze je jiz bézné uzivan
v zavedenych veterinarnich vySetfovacich metodikach. Kmen A. salmonicida
subsp. salmonicida ATCC 33658 byl vybran pro kontrolu kvality, protoze
vykazuje citlivost vici nékterym antibakteridlnim substancim (napf. erytromycin
- 15 ug na disk, chloramfenikol - 15 ug na disk), které u E. coli davaiji pfi kontrole
kvality pfilis malé zény inhibice.

Uchovani kontrolnich kmen( se provadi za podminek popsanych v kapitole
2.5.7.

Kontrola M-HA a disku

Testujeme kazdou novou Sarzi/varku M-HA a testa¢nich diskd. Postupujeme
podle kapitoly 2.6.1. az 2.6.5.

2.6.9. Cetnost testovani kvality

Kazdodenni testovani

Za vyhovuijici je pfi kazdodennim testovani kvality povazovano, kdyz ne
vice nez 1 z 20 nebo ne vice nez 3 ze 30 po sobé jdoucich vysledkd pro
kazdou kombinaci antibakterialni latka/mikroorganizmus presahnou pfijatelné
limity uvedené v tabulkach 13, 14 nebo 15. Laboratof musi provést napravna
opatreni, pokud je tato ¢etnost neshodné prace prekrocena.

Tydenni testovani

Pfechod z kazdodenni na tydenni kontrolu kvality mGze nasledovat az
po predvedeni odpovidajiciho Setfeni kvality.
e Testujeme viechny kontrolni kmeny po 20 nebo 30 po sobé jdoucich
dnld a zaznamename vysledky.
¢ Na tydenni testovani kvality prejdeme, pokud ne vice nez 1 z 20 nebo
3 ze 30 hodnot prdméru zén pro kazdou kombinaci antibakterialni
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substance/mikroorganizmus nepfesahnou pfijatelné rozsahy prdmeéra
zo6n uvedené v tabulce ¢. 13, 14 nebo 15.

2.6.10. Napravna opatieni

Neshodny vysledek v diisledku evidentni chyby

Evidentni chyby zahrnuiji:

e pouziti Spatného disku,

e ztratu ucinnosti antibakterialni latky v disku v prabéhu skladovani nebo

manipulace v laboratofi,

e pouziti nevhodného kontrolniho kmene,

e evidentni kontaminaci kontrolniho kmene, nebo

e pouziti nevhodné inkubac¢ni teploty nebo jinych podminek inkubace.

V takovych pfipadech pfi¢inu chyby zaznamename a opakované kmen
testujeme ve stejny den, kdy byla chyba zjisténa. Pokud jsou ziskané vysledky
v pfijatelném rozmezi hodnot, neni zapotrebi zadné napravné opatreni.

Neshodny vysledek bez zjevné chyby
Okamzita napravna opatreni

Jestlize je zjistén vysledek, ktery neodpovida pfijatym kritériim kvality

diskové difuzni metody, je tfeba okamzité provést napravna opatreni:

o Test/postup, ve kterém byla zjisténa chyba, musi byt prfezkouman
a sledovan v kazdodennim intervalu 5 po sobé jdoucich dnad a vysledky
musi byt dokumentovany.

o Jestlize prméry zén namérené u pfislusné kombinace antibakterialni
latka/kontrolni kmen odpovidaji pfijatym kritériim kvality uvedenym
v tabulce 13, 14 nebo 15, pak neni tfeba zavadét napravna opatreni.

o Jestlize néktery z péti rozmérh inhibi¢ni zény je mimo pfijata kritéria
kvality, je nezbytné provést dodate¢na napravna opatieni (viz nize).

o Kazdodenni kontrolni vySetfeni musi pokracovat, dokud neni problém
vyfeSen.

Dodatecna ndpravna opatreni
Pokud okamzita napravna opatfeni nevyresi neshodny vysledek, pak se

pravdépodobné jednda o systémovou nebo nahodnou chybu. Mély by byt
provéreny nasledujici zdroje chyb:
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e spravnost méfeni prmérd a prepisu hodnot,

e exspirace standardu pro méfeni zakalu, jeho spravna pfiprava
a promichani pred pouzitim, kalibrace méfi¢a zakalu,

e exspirace vieho pouzitého materidlu a spravnost podminek jeho
uchovani,

e spravnost inkubacni teploty,

e kontaminace referencnich kontrolnich kmenu,

e pfiprava a Uprava suspenze,

e adekvatnost podminek inkubace kultury kontrolniho kmene.

Maze byt nezbytné ziskat nové kontrolni kmeny (ze zamrazeni nebo
spolehlivého zdroje) a nové Sarze dalSiho materidlu (v¢etné standardd pro
méreni zakalu), nejlépe od riznych dodavateld. Uzite¢né mlze byt dvoustranné
porovnani s jinou laboratofi, ktera pouziva stejnou metodu vysetreni. Jakmile je
pfi¢ina neshodného vysledku odhalena, mazeme se vratit ke kazdotydennimu
testovani kvality, a to za predpokladu, zZe evidujeme vyhovujici vysledky kontroly
kvality po dalSich 20 az 30 po sobé jdoucich dng.

3. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU”

V soucasné dobé se citlivost vici antibakterialnim latkam u bakterii
z vodnich zivolichl testuje nestandardné aplikaci metodik pro teplokrevna
zvirata. Této metodiky je mozné vyuzit k testovani citlivosti podle standardnich
metodik, takze ziskané vysledky mohou byt srovnatelné mezi laboratofemi
na narodni i mezinarodni Urovni. To je duleZzité pro hodnoceni situace ve vyvoji
antibiotické rezistence v globalnim méfitku a pfi zavadéni novych Gcinnéjsich
antibakterialnich pfipravkd pro 1é¢bu bakterialnich infekci ryb.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urcena pro veterinarni diagnostické laboratore, vyzkumné
laboratofe, soukromé veterinarni laboratofe a Statni veterinarni Ustavy.
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5. EKONOMICKE ASPEKTY

Na zakladé v¢asné a presné diagnostiky citlivosti plvodcl bakteri6éz ryb vidi
antibakterialnim latkdm a nasledné spravné interpretace zjisténych vysledka
mohou byt pfijata Gu¢innéjsi opatieni k jejich zdolani a zabranéni jejich dalSimu
Siteni. Takto mohou byt omezeny ekonomické ztraty v dasledku hromadného
hynuti ryb.

6. SEZNAM POUZITE A SOUVISE)ICi LITERATURY

Austin, B., Austin, D., 2007. Bacterial Fish Pathogens. Diseases of Farmed and
Wild Fish. Fourth Edition. Springer Praxis Publishing Ltd. Chichester, UK,
552 pp.

CLSI, 2006a. Methods for antimicrobial disk susceptibility testing of bacteria
isolated from aquatic animals; approved guideline. CLSI document M42-A,
Vol. 26, No. 23. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, PA,
USA, 43 pp.

CLSI, 2006b. Methods for broth dilution susceptibility testing of bacteria
isolated from aquatic animals; approved guideline. CLSI document M49-A,
Vol. 26, No. 24. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, PA,
USA, 48 pp.

CLSI, 2013. Performance standards for antimicrobial disk and dilution
susceptibility tests for bacteria isolated from animals; second
informational supplement. CLSI document VET01-S2, Vol. 33, No. 8.
Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, PA, USA, 63 pp.

CLSI, 2014a. Methods for broth dilution susceptibility testing of bacteria
isolated from aquatic animals; approved guideline - second edition. CLSI
document VET04-A2, Vol. 34, No. 14. Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne, PA, USA, 44 pp.

CLSI, 2014b. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing of
bacteriaisolated from aquatic animals; second informational supplement.
CLS|I document VETO3/VET04-S2 -A2, Vol. 34, No. 15. Clinical and
Laboratory Standards Institute, Wayne, PA, USA, 38 pp.

Kolafova, J., Nepejchalova, L., 2014. Terapeutické moznosti v chovech ryb CR -
prehled. Veterinarstvi 64 (7): 533-538.

-28 -



METODY STANOVENI CITLIVOSTI PUVODCU
ERYTRODERMATITIDY KAPRU K ANTIBAKTERIALNIM LATKAM

7. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE

Cizek, A., Dolejska, M., Sochorova, R., Strachotova, K., Piackova, V., Vesely,
T., 2010. Antimicrobial resistance and its genetic determinants in
aeromonads isolated in ornamental (koi) carp (Cyprinus carpio koi)
and common carp (Cyprinus carpio). Veterinary Microbiology 142 (3-4):
435-439. (dedikace: MZe-NAZV QH71057, MSM6007665809)

Cizek, A., Manga, |., Masafikova M., 2014. Vyuziti hmotnostni spektrometrie
MALDI TOF a polymerazové retézové reakce ke konfirmaci suspektnich
kultur Aeromonas salmonicida, Flavobacterium psychrophilum a
Yersinia ruckeri. Certifikovand metodika R07/2013, prvni vydani,
Mendelova univerzita v Brné, Brno, 30 s. (dedikace: MZe CR NAZV KUS
QJ1210013)

Piactkova, V., Cizek, A., Vesely T., Pokorova, D., 2013. Odbé&r vzorkd pro
bakteriologické a virologické vySetfeni ryb. Edice Metodik, FROV U,
Vodnany, ¢. 142, 26 s. (dedikace: CENAKVA CZ.1.05/2.1.00/01.0024,
NAZV QJ1210237, MZE 0002716202)

Dobiasova, H., Kutilova, I., Piackova, V., Vesely, T., Cizek, A., Dolejska, M., 2014.
Ornamental fish as a source of plasmid-mediated quinolone resistance
genes and antibiotic resistance plasmids. Veterinary Microbiology 171
(3-4): 413-421. (dedikace: NAZV QJ1210237, MZE0002716202, CEITEC
CZ.1.05/1.1.00/02.0068 , CZ.1.05/2.1.00/01.0024)

-29 -



8. PRILOHA - TABULKOVA CAST

Tab. 1. Prijateiné meze MIC v ug.mi-1 pro referencni kmeny testované v M-H (Mueller-
Hinton) bujénu pri 35 + 2 °C po dobé inkubace 16 az 20 hodin.

Antibakterialni
latka
Amikacin
Amoxicillin

Amoxicillin-
klavulanat

Ampicillin
Apramycin
Cefazolin
Cefovecin
Cefoxitin
Cefpodoxim
Cefquinom
Ceftiofur
Cephalothin
Clindamycin
Danofloxacin
Difloxacin
Doxycyklin
Enrofloxacin
Erythromycin
Florfenicol
Flumequin
Fosfomycin
Gentamicin
Chloramfenikol
Imipenem
Kanamycin

Kyselina
nalidixova

aureus
ATCC 29213

1-4

0,12/0,06-
0,5/0,25

0,5-2
2-8
0,25-1
0,5-2
1-4
1-8
0,25-2
0,25-1,0
0,12-0,5
0,06-0,25
0,06-0,25
0,06-0,5
0,12-0,5
0,03-0,12
0,25-1
2-8
0,5-4
0,12-1
2-16
0,015-0,06
1-4

faecalis
ATCC 29212

64-256

0,25/0,12-
1,0/70,5

0,5-2

4-16
0,25-1
1-4
2-8
0,12-1
1-4
2-8

32-128
4-16
4-16
0,5-2
16-64

coli
ATCC 25922

0,5-4

2/1-8/4

2-8
2-16
1-4
0,5-2
2-8
0,25-1
0,03-0,12
0,25-1
4-16
0,008-0,06
0,015-0,12
0,5-2
0,008-0,03
2-8
0,25-1
0,5-2
0,25-1
2-8
0,06-0,25
1-4

1-4
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aeruginosa
ATCC 27853

1-4

512-2048

2-8
0,5-2

1-4

Staphylococcus Enterococcus Escherichia Pseudomonas Streptococcus

pneumonia
ATCC 49619

0,03-0,12

0,03/0,015-
0,12/0,06

0,06-0,25
0,12-0,5
0,03-0,12
0,015-0,06
0,12-0,5
0,5-2
0,03-0,12
0,015-0,12
0,03-0,12
1-4
2-8
0,03-0,12
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Antibakterialni
latka

Kyselina
oxolinova
Marbofloxacin
Minocyklin
Nitrofurantoin
Orbifloxacin

Ormetoprim-
sufladimethoxin
(1/19)

Oxacillin
Oxytetracyklin
Penicillin

Penicillin-
novobiocin

Pirlimycin
Pradofloxacin
Rifampin
Spectinomycin
Sulfisoxazol
Tetracyklin
Tiamulin
Ticarcillin

Ticarcillin-
klavulanat

Tilmicosin
Trimethoprim

Trimethoprim-
sulfamethoxazol
(1/19)

Tulathromycin
Tylosin

Vancomycin

aureus
ATCC 29213

0,12-0,5
0,06-0,5
8-32
0,25-2

0,12-0,5
0,25-2

0,015/0,03-
0,06/0,12

0,25-1,0
0,03-0,12
0,004-0,016

64-256

32-128

0,12-1
0,5-2

2-8

0,5/2-2/2
1-4
1-4

£0,5/9,5

2-8
0,5-4
0,5-2

faecalis

coli

ATCC 29212 ATCC 25922

8-32
1-4

0,25/0,5-
2/4

2-8
0,12-0,5
0,5-4
64-256
32-128
8-32

16-64

16/2-64/2

8-32

<0,5/9,5

4-32
0,5-4
1-

0,06-0,25
0,008-0,03
0,25-1
4-16
0,015-0,12

0,06/1,2-
1/19

0,5-4

>8/16

0,008-0,03
4-16
8-64
8-32
0,5-2
4-16
4/2-16/2

0,5-2

£0,5/9,5

Staphylococcus Enterococcus Escherichia Pseudomonas Streptococcus

aeruginosa  pneumonia
ATCC 27853  ATCC 49619
0,5-2 =
= 4-16
2-16 =
= 0,25-1
0,25-1 =
16-64 0,016-0,06
2256 -
8-32 0,06-0,5
= 0,5-4
8-32 =
8/2-32/2 =
8/152- 0,12/2,4-
32/608 1/19
= 0,12-1
= 0,12-0,5

-37-



Tab. 2. Rozpoustédla a Fedidla pro pfipravu zdsobnich roztoki antibakteridlinich Idtek.

Antibakterialni
latka

Amikacin
Amoxicilin
Ampicilin
Apramycin
Azithromycin
Azlocilin
Aztreonam
Carbenicilin
Cefaclor

Cefadroxil

Cefamandol
Cefazolin

Cefdinir
Cefditoren

Cefepim

Cefetamet
Cefibuten
Cefitofur

Cefixim

Cefmetazol
Cefonicid
Cefoperazon
Cefotaxim
Cefotetan
Cefoxitin

Cefozoxim

Rozpoustédlo
voda

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"

fosfatovy pufr, pH=8,0; 0,1 mol.I"

95% ethanol

95% ethanol nebo ledova kyselina octova
voda

nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného
voda

voda

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"!

Voda

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"
fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"!

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I""

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"
1/10 objem DMSO

voda nebo bujon
fosfatovy pufr, pH = 7,0; 0,1 mol.I"

voda
voda
voda
voda
DMSO
voda

voda
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Redidlo

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

voda

bujon

voda

voda

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

voda
voda

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

voda
voda
voda nebo bujon

fosfatovy pufr, pH
=7,0; 0,1 mol.I"

voda

voda
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Antibakterialni

latka
Cefpodoxim

Cefprozil
Ceftazidim

Ceftriaxon
Cefuroxim

Cephalexin
Cephalothin
Cephapirin
Cephradin

Cinoxacin
Ciprofloxacin
Clarithromycin

Clinafloxacin

Clindamycin

Danofloxacin

Difloxacin

Dirithromycin

Doxycyklin

Enoxacin

Enrofloxacin
Erythromycin
Fleroxacin
Florfenikol
Flumequin

Garenoxacin

Gatifloxacin

Rozpoustédlo
0,10% (11,9 mmol.I'vodny roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného
voda
uhli¢itan sodny

voda
fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"
fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"
fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"
fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.l"'NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

voda
methanol nebo ledova kyselina octova

voda
voda

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I'" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

ledova kyselina octova
voda

1/2 objemu vody, potom pridat 0,1 mol.I"
NaOH po kapkach, aby se rozpustil

1/2 objemu vody, potom pfidat 1 mol.I'" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

95% ethanol nebo ledova kyselina octova

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I'" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

95% ethanol

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I'" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

voda (za michani)

voda (za michani)

-33-

Redidlo

voda

voda

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

voda
voda
voda

voda

voda

fosfatovy pufr, pH
=6,5; 0,1 mol.l’

voda

voda

voda

voda

voda
voda
voda
voda

voda



Antibakterialni
latka

Gemifloxacin
Gentamicin

Chloramfenikol
Imipenem

Kanamycin

Kyselina
klavulanova

Kyselina
nalidixova

Kyselina
oxolinova

Levofloxacin

Linezolid

Loracarbef
Marbofloxacin

Mecillinam
Meropenem
Methicillin
Metronidazol
Mezlocillin

Minocyklin
Moxalactam

Moxifloxacin
Nafcilin

Netilmicin
Nitrofurantoin
Norfloxacin

Novobiocin

Ofloxacin

Rozpoustédlo

voda
voda
95% ethanol

fosfatovy pufr, pH = 7,2; 0,1 mol.I"

voda

fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I""

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I'" NaOH

po kapkach, aby se rozpustil

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I'" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

1/2 objemu vody, potom pridat 0,1 mol.I"
NaOH po kapkach, aby se rozpustil

voda
voda

1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I'" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

voda
voda
voda
DMSO
voda

voda
0,04 mol.I" HCI

voda
voda

voda
fosfatovy pufr, pH = 8,0; 0,1 mol.I"

1/2 objemu vody, potom pfidat 0,1 mol.I"
NaOH po kapkach, aby se rozpustil
voda

1/2 objemu vody, potom pfidat 0,1 mol.I"
NaOH po kapkach, aby se rozpustil
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Redidlo

voda

fosfatovy pufr, pH
=7,2; 0,1 mol.I”

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

voda

voda

voda

voda

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

fosfatovy pufr, pH
=8,0; 0,1 mol.I”

voda

voda



METODY STANOVENI CITLIVOSTI PUVODCU
ERYTRODERMATITIDY KAPRU K ANTIBAKTERIALNIM LATKAM

Antibakterialni
latka

Orbifloxacin

Ormetoprim

Oxacilin
Oxytetracyklin
Penicilin
Piperacilin
Pirlimycin
Quinupristin-
dalfopristin

Rifampin

Sparfloxacin
Spectinomycin
Streptomycin

Sulbactam
Sulfonamidy

Tazobactam
Telithromycin
Tetracyklin

Tiamulin
Ticarcilin
Tilmicosin
Tobramycin
Trimethoprim

Trimethoprim
(laktat)
Trospectomycin
Tylosin

Vancomycin

Rozpoustédlo
1/2 objemu vody, potom pridat 1 mol.I'" NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

0,05 mol.I" mlé¢né nebo chlorovodikové, 10 %
konec¢ného objemu

voda

100% methanol
voda

voda

voda

voda

methanol
(maximalni koncentrace = 640 pg.ml™)
voda

voda

voda

voda

1/2 objemu vody, potom pridat 2,5 mol.I'NaOH
po kapkach, aby se rozpustil

voda
ledova kyselina octova
voda

voda
fosfatovy pufr, pH = 6,0; 0,1 mol.I"

95% ethanol

voda

0,05 mol.I" mlé¢né nebo chlorovodikové, 10 %
kone¢ného objemu

voda

voda
95% ethanol

voda

Redidlo
voda

voda

voda

voda (za michani)

voda

voda

fosfatovy pufr, pH
=6,0; 0,1 mol.I"

voda

voda (mozna
potieba zahfivani)

voda
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METODY STANOVENI CITLIVOSTI PUVODCU
ERYTRODERMATITIDY KAPRU K ANTIBAKTERIALNIM LATKAM

Tab. 4. Hrani¢ni minimdini inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro posouzeni citlivosti izoldtu

Aeromonas salmonicida

MIC .ml?
Antibakterialni latka (g )
S 1 R
Kyselina oxolinova £0,12 0,25-0,5 21
Oxytetracyklin <1 2,0-4,0 28

Vysvétlivky: S - citlivy, | - stfedné citlivy, R - rezistentni

Tab. 5. Minimdini inhibi¢ni koncentrace (MIC), tzv. epidemiologickd ,cut off’ pro
Aeromonas salmonicida.

Antibakterialni latka MIC (ug-ml™)
WT NWT

Erytromycin = =
Florfenikol <4 28
Gentamicin = =
Kyselina oxolinova <£0,12 20,25
Ormetoprim-sulfadimethoxin £0,5/9,5 21/19
Oxytetracyklin <1 22

Trimethoprim-sulfamethoxazol = =
Vysvétlivky: WT - ,wild type” cutoff znamena, Ze izolaty jsou citlivé a bez mechanizmu
rezistence; NWT - ,non-wild-type” cutoff znamena, Ze izolaty vlastni ziskany nebo mutaci
navozeny mechanizmus rezistence
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Tab. 6. Prijateiné meze MIC v ug.ml’ pro referencni kmeny testované v M-H (Mueller-

Hinton) bujénu pri 22 + 2 °C po dobé inkubace 24 az 48 hodin.

Antibakterialni latka

Ampicilin
Enrofloxacin
Erythromycin
Florfenikol
Flumequin
Gentamicin

Kyselina oxolinova

Ormetoprim-sulfadimethoxin (1/19)

Oxytetracyklin

Trimethoprim-sulfamethoxazol

(1719)

Aeromonas salmonicida

Escherichia coli
ATCC 25922
2-16
0,004-0,015
2-16
0,06-0,5
0,12-0,5
0,03-0,25
0,12/2,4-1/19
0,25-1

0,03/0,6-
0,12/2,4

subsp. salmonicida

ATCC 33658
0,12-1
0,008-0,03
4-16
0,25-1
0,015-0,12
0,25-1
0,008-0,03
0,06/1,2-0,25/4,8
0,06-0,25

0,03/0,6-0,12/2,4

Tab. 7. Prijateiné meze MIC v ug.ml’ pro referenéni kmeny testované v M-H (Mueller-

Hinton) bujonu pri 22 + 2 °C po dobé inkubace 44 az 48 hodin.

Antibakterialni latka

Ampicilin
Enrofloxacin
Erythromycin
Florfenikol
Flumequin
Gentamicin

Kyselina oxolinova

Ormetoprim-sulfadimethoxin (1/19)

Oxytetracyklin

Trimethoprim-sulfamethoxazol (1/19)

Escherichia coli
ATCC 25922

4-6
0,004-0,015
4-16
0,12-0,5
0,25-1
0,06-0,25
0,25/4,8-2/38
0,5-2
0,03/0,6-0,25/4,8

Aeromonas
salmonicida subsp.
salmonicida
ATCC 33658

0,25-1
0,008-0,03
4-32
0,5-2
0,03-0,12
0,25-2
0,008-0,03
0,06/1,2-0,5/9,5
0,12-1
0,03/0,6-0,25/4,8
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METODY STANOVENI CITLIVOSTI PUVODCU
ERYTRODERMATITIDY KAPRU K ANTIBAKTERIALNIM LATKAM

Tab. 8. Frijateiné meze MIC v ug.ml” pro referencni kmeny testované v M-H (Mueller-
Hinton) bujénu pri 28 + 2 °C po dobé inkubace 24 az 28 hodin.

Antibakterialni latka

Ampicilin

Enrofloxacin

Erythromycin

Florfenikol

Flumequin

Gentamicin

Kyselina oxolinova
Ormetoprim-sulfadimethoxin (1/19)
Oxytetracyklin

Trimethoprim-sulfamethoxazol (1/19)

Escherichia coli
ATCC 25922

2-16
0,008-0,03
4-16
0,12-0,5
0,25-1
0,06-0,25
0,12/2,4-1/19
0,5-2
0,03/0,6-0,25/4,8

Aeromonas

salmonicida subsp.

salmonicida
ATCC 33658

0,12-1
0,004-0,03
4-32
0,5-2
0,015-0,12
0,25-1
0,008-0,03
0,06/1,2-0,5/9,5
0,12-1

0,03/0,6-0,25/4,8

Tab. 9. Prijatelné meze MIC v ug.ml’ pro referencni kmeny testované v M-H (Mueller-

Hinton) bujonu pri 18 + 2 °CC po dobé inkubace 92 az 96 hodin.

Antibakterialni latka

Ampicilin

Enrofloxacin

Erythromycin

Florfenikol

Flumequin

Kyselina oxolinova
Ormetoprim-sulfadimethoxin (1/19)
Oxytetracyklin

Trimethoprim-sulfamethoxazol (1/19)

Escherichia coli
ATCC 25922

2-8
4-16
4-32
0,06-0,25
0,03-0,12
0,12-1
0,015/0,3-0,12/2,38

Aeromonas
salmonicida subsp.
salmonicida
ATCC 33658

0,06-0,25
0,004-0,03
4-16
0,25-1
0,015-0,06
0,008-0,03
0,03/0,59-0,25/4,75
0,06-0,25
0,015/0,3-0,06/1,19
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Tab. 10. pPrijateiné meze MIC v ug.ml’ pro referenéni kmeny testované v M-H (Mueller-
Hinton) bujénu pri 28 + 2 °C po dobé inkubace 44 az 48 hodin.

Aeromonas
Antibakterialni latka Es;?gg;’;g”zg"" s"l':c‘l’l';f)':i‘;;‘;bs”'

ATCC 33658
Ampicilin 1-4 0,06-0,25
Enrofloxacin 0,002-0,015 0,004-0,015
Erythromycin 16-64 4-16
Florfenikol 2-8 0,25-1
Flumequin 0,06-0,5 0,015-0,06
Kyselina oxolinova 0,03-0,12 0,008-0,03
Ormetoprim-sulfadimethoxin (1/19) 0,12/2,38-0,5/9,5 0,06/1,19-0,25/4,75
Oxytetracyklin 0,12-1 0,06-0,25

Trimethoprim-sulfamethoxazol (1/19) 0,015/0,3-0,12/2,38 0,03/0,59-0,12/2,38

Tab. 11. Hraniéni prameéry inhibi¢nich zén pro posouzeni citlivosti izoldti Aeromonas

salmonicida

Pramér zény (mm
Antibakterialni latka Obsah y (mm)
v disku S | R
Kyselina oxolinova 2ug 230 25-29 <24
Oxytetracyklin 30 pg 228 22-27 <21

Vysvétlivky: S - citlivy, | - stfedné citlivy, R - rezistentni
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METODY STANOVENI CITLIVOSTI PUVODCU
ERYTRODERMATITIDY KAPRU K ANTIBAKTERIALNIM LATKAM

Tab. 12: Hrani¢ni praméry inhibiénich zén tzv. epidemiologické ,cutoff, pro Aeromonas

salmonicida

Antibakterialni latka

Erytromycin
Florfenikol
Gentamicin

Kyselina oxolinova

Ormetoprim-sulfadimethoxin

Oxytetracyklin

Trimethoprim-sulfamethoxazol

Obsah v disku

15 pg

30 ug

10 pg
2pg

1,25/23,75 ug

30 pug
1,25/23,75 ug

Primeér zény (mm)

WT NWT
214 <13
227 <26
218 <17
230 <29
220 <19
228 <27
220 <19

Vysvétlivky: WT - ,wild type” cutoff znamen4, Ze izolaty jsou citlivé a bez mechanizmu
rezistence; NWT - ,non-wild-type” cutoff znamena, Ze izolaty vlastni ziskany nebo mutaci
navozeny mechanizmus rezistence

Tab. 13. Prijatelnd rozpéti pramérd inhibi¢nich zén (mm) pro kontrolu kvality u kmene
Escherichia coli ATCC® 25922 pri testovdni na M-H agaru pri 22 + 2 °C.

Antibakterialni latka

Ampicilin
Enrofloxacin
Erythromycin
Florfenikol
Gentamicin
Kyselina oxolinova

Oxytetracyklin

Ormetoprim-
sulfadimethoxin (1/19)

Trimethoprim-
sulfamethoxazol (1/19)

Obsah v disku

10 ug
5pg
15 pg
30 ug
10 ug
2pug
30 ug

1,25/23,75 g

1,25/23,75 g

Inkubace pfi
22+ 2 °C po dobu
24 az28h

16-23
13-21
20-32
24-32
28-37
26-35

14-26

27-40

Inkubace pfi
22+2°C
po dobu 44 az 88 h

13-22
13-20
20-32
23-34
28-40
25-35

13-22

26-36
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Tab. 14. Prijateind rozpéti praméri inhibi¢nich zén (mm) pro kontrolu kvality u kmene
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 33658 pri testovdni na M-H agaru
pri22+2°C

Inkubace pfi Inkubace pfi
Antibakterialni latka Obsah vdisku 222 °Cpo dobu 22+2°C
24 az28h po dobu 44 az 88 h
Ampicilin 10 ug 34-42 35-44
Enrofloxacin 5pg 36-46 37-49
Erythromycin 15 pg 17-28 19-31
Florfenikol 30 ug 32-44 34-47
Gentamicin 10 pg 23-29 22-32
Kyselina oxolinova 2pug 34-43 33-45
Oxytetracyklin 30 ug 30-39 28-38
Surlrfr:egicr)lf;r:oxin (1719 1123¥/2375u8 24-38 21-35
Trimethoprim- 1,25/23,75 ug 27-40 24-39

sulfamethoxazol (1/19)

Tab. 15. prijateind rozpéti primért inhibicnich z6n (mm) pro kontrolu kvality u kment
Escherichia coli ATCC' 25922 a Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC’
33658 pri testovdni na M-H agaru pfi 28 + 2 °C.

A. salmonicida
ATCC 3365 pii
28 °C po dobu 24

E. coli ATCC 25922
Antibakterialni latka Obsah v disku pfi 28 °C
po dobu 24 az 28 h

az28h
Ampicilin 10 pg 14-23 33-41
Enrofloxacin 5ug = 35-45
Erythromycin 15 ug 10-15 21-29
Florfenikol 30 pg 20-30 33-41
Gentamicin 10 pg 22-29 24-30
Kyselina oxolinova 2ug 25-32 32-41
Oxytetracyklin 30 ug 23-29 28-34
e gy VBT 173
U 1,25/23,75 g 25-32 26-36

sulfamethoxazol (1/19)
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