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Diluéni metody

Agarova diluéni metoda

- Na Petriho miskach, agarové meédium, antibiotikum v agaru

- Sada P.M. s dvojnasobné (geometricky) se zvySujici konc.

- Zde na obrazku miska vlevo nizSi konc., proto narostlo vice
izolatu, vpravo miska s vySSi konc, nékteré izolaty jiz inhibovany

- Inokulum se nanasi bodové (mikromnozstvi)

- Body maiji Cisla (= € izolata), hodnoti se narust, prvni miska, kde
bod chybi (izolat nenarostl) je MIC

Diluéni bujénova metoda (,makrometoda“- zkumavky)

- Sada zkumavek s dvojnasobné (geometricky) se zvySujici
koncentraci, antibiotikum v bujonu

- Inokulace standardizovanym inokulem s kulturou bakterii (v
urcitém pomeéru s celk objemem média ve zkumavce),

- Hodnoti se zakal (= narust) vs Cirost

- Treti zkumavka, 8 ug/ml je MIC

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL
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Diluéni mikrometoda (bujon , desti¢ky)

- Stejny princip jako ,zkumavkova metoda vyse®,

jen mikroobjemy, moznost vétsSi automatizace inokulace i
odecitani (readery)
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Diluéni metody

DILUCE = fedéni (na ruzné koncentrace) => ,hledame
takto nejcasteji MIC”

Cilem je prokazat stupen rezistence (citlivosti)
testovanych bakterialnich kmenu k antimikrobikum

kvantitativni stanoveni stupnée citlivosti (rezistence)
stanoveni hladiny MIC (Minimalni Inhibicni Concentrace)

Jsou vhodne i pro pomalu rostouci bakterie a bakterie se
specialnimi naroky (vCetné anaerobu) => Pro tyto druhy
bakterii jsou vyvinuty modifikace metod, pud i kultivacnich
podminek.



Kvantitativni vysetreni citlivosti
je metodou volby pro

Mikroorganismy s nizkou rustovou rychlosti,
nebo se specialnimi kultivacnimi naroky, jako
jsou napriklad:
anaeroby, legionely, kampylobaktery, korynebakteria,
nokardie, pomalu rostouci nefermentujici tyCky,
mykotické organismy a dalsi
dilucni mikrometodu (v tekutém mediu) nelze

pouzit pro mikroorganismy, které v tekutem
prostredi autolyzuiji



Vyznam pouzité metody :

1) Zakladni vysledky stanoveni slouzi jako :

podklad pro vybér antimikrobnich latek event. pouzitelné terapeutickée
koncentrace (toto je dulezité zejména u izolatu z télnich tekutin za
normalnich podminek sterilnich - krev, likvor aj.) se zamérenim na cilenou
Ié€bu onemocnéni zpusobenou zkoumanym infek€nim agens

2) Rozsifené vysledky (vCetné vysledku testovani latek nepouzivanych
v terapii) slouzi jako podklad pro
*  monitorovani a prehledy rezistence,

pro odliSeni kmenu se snizenou citlivosti k [ékum volby (u
daneého druhu bakterie a dané infekce)

vyhledavani neobvyklé rezistence - HLA R enterokoky (HLAR)
- VAN R enterokoky (VRE)

*

3) Specialni vysledky pro ucely
taxonomické
pro ucely laboratorniho ovéfovani nové registrovanych pfipravku a;.



Diluéni metody

Agarova dilucni metoda

Diluéni mikrometoda



7.1.1 Agarova dilucni metoda

Princip metody

MIC se hodnoti na agarovych pudach, které obsahuji zvolené
koncentrace antibiotik.

Obvykle se pripravuje 12-15 koncentraci jednoho antibiotika,
fedenych dvojnasobné geometrickou radou.

Na pudy se oCkuje standardni inokulum vySetfovanych bakterii.

Na jednu plotnu obsahujici jednu koncentraci antibiotika se
ru¢né naocCkuje cca 20 kmenu a inokulatorem 32 — 45 kmenu.

Metoda

je vysoce standardizovana, referencni,

Ize ji vySetfit velké mnozstvi kmenu za stejnych podminek
je spolehliva pri hodnoceni novych atb

Ize ji odhalit kontaminaci kmene i heterorezistentni populaci



Inoculation
of plates

Determination
of MICs by

finding lowest
concentration
produdng no
arowth




Agarova dilucni metoda
kultivacni media
Mueller - Hinton Agar (MHA) - komeréné vyrabéné medium :

MHA bez obohaceni vyhovuje pro testovani citlivosti vétSiny kmenu.

MéCobsahovat 20 - 25 mg Ca2+ a 10 - 12,5 mg Mg2+, skladovani kratkodobé : 2-
8 o

Mueller Hinton Agar + 5 % defibrinované konské krve + 20 mg/L B-NAD
(MH-F) pneumokoky, listerie

hemofily,branhamely,
kampylobakter, moraxela,
pasteurella, korynebakteria ...

BCYE ( pufr. agar s kvasni¢€. extr. a zivo¢is. uhlim) legionely
Buffered Charcoal Yeast Extract Agar supplemented with a-ketoglutarate (BCYE-a)

WCA (Wilkins Chalgren Agar), BA (Brucela Agar) anaeroby

(MHA + 2 % NaCl dfive stafylokoky (OXA) )



Agarova dilucni metoda
postup pripravy ploten

1) Na predem oznacené P.M. se napipetuje prislusna koncentrace
antimikrobika (celkovy objem 2 ml).

2) Nasledné do P.M. na misku o praméru 90 mm (vySka agaru cca 4 mm
= cca 25 ml vysterilizovaného média ochlazeného na max 45 °C. Miskou

se krouzivym pohybem rozvrstvi rovhomerne agar bez bublin a ponecha

se utuhnout na vodorovne plose.

3) Misky s bublinami vzduchu, nerovhomérné ztuhlym agarem event.
nerovnym povrchem se musi vyradit.

4) Skladovat Ize pfi 4 °C zatavené do plastovych folii 7 dni, misky

s ampicilinem a cefaclorem 3 az max 5 dni, misky s imipenemem nebo
amox/clav se musi spotfebovat v den pripravy.

5) Pred pouzitim nechat plotny vytemperovat a nejlépe i pfedsusit pfi
36 °C (nesmi obsahovat kondenzni vodu — kolonie by se ,slily®)



Agarova dilucni metoda
iInokulum

K priprave inokula o vyhovuijici
koncentraci bunek se pouziva

zakalovy standard dle McFarlanda
odpovidajici koncentraci 5 x 104> bunék / ml.
Hodnoceni referencCni suspenze a suspenze
mikroorganismu pomoci zakalometru.



Agarova dilucni metoda
postup inokulace

Obvykle se oCkuje 1 — 2 ul a vytvofi se otisk o pruméru
max 5 mm

Inokulace :
e mikropipetou, kalibrovanou klickou nebo inokulatorem

Paralelni inokulace kontrolni plotny bez atb,

LI A0 4V 4

Po naocCkovani nechat zaschnout inokulovane kapky a
pak teprve premistit do termostatu



Agarova dilucni metoda
referencni mikroorganismy

Referencni mikroorganismy

Kmeny se stabilnimi vlastnostmi a znamou citlivosti k
antibiotikim poskytované sbirkami typovych kultur.

Slouzi pro kontrolu pfesnosti stanoveni a kontrolu dodrzovani
standardni hustoty inokula a standardniho pracovniho postupu.

S touto kontrolou je nutno pracovat nejlépe pfi kazdé séri
stanoveni, zcela nezbytna je pak kontrola kazdé nove série
misek.

Pouzivani referen¢énich kmenu

Kmeny jsou distribuovany napt. Ceskou sbirkou mikroorganismti
v Brné ve formé Zelatinovych disku na jedno pouziti . Tato forma
ulozeni zajist’uje stalost vlastnosti kmene a minimalizuje
moznost kontaminace . Ozivovani kmenu ze zelatinovych disku
odpovida navodu z CCM .



Kontrolni kmeny — zelatinové disky

MASARYKOVA UNIVERZITA O Ry,
[ v - & <
PRIRODOVEDECKA FAKULTA Ly ' ‘?.%
USTAV EXPERIMENTALNI BIOLOGIE = :
- P p . N ) %{3""3 -ﬁ“c‘ig
Ceska sbirka mikroorganismu (CCM) oo*;;s.-m_mf%*
SLoner tel.: +420 549 491 430 * fax +420 543 247 339 e
oo Lnone e-mail: ccm(@sci.muni.cz * http://www.sci.muni.cz/ccm

DOPORUCENE KONTROLNI KMENY PRO TESTOVANI MEDII V KLINICKE
MIKROBIOLOGII - Bakteriologie

Vzhledem ke standardizaci prace v mikrobiologickych laboratoiich hraji dilezitou roli pouzita média a

jejich kvalita. Ceskéa sbirka mikroorganismii vam nabizi kontrolni kmeny pro testovani médii v klinické
mikrobiologii.

Forma dodani: Zelatinové disky nebo lyofilizaty




Agarova dilucni metoda
inkubace ploten

Do 15 minut po inokulaci se misky umisti
do termostatu ve sloupci po maximalne

5 miskach a inkubuiji se pfi teplote do 35 °C

doba kultivace a pouzita atmosfera — napf.
CO, (dle specifikace mikroorganismu).



Agarova dilucni metoda
hodnoceni

Po prislusneé dobe inkubace se misky vyjmou z
termostatu a umisti na tmavou podlozku. (pokud neni
pouzivano automatického readeru a vyhodnocovace).

Zhodnoti se narust mikroorganismu na kontrolnich
miskach bez atb a posoudi se Cistota kultur.

Odecte se koncentrace, ktera zretelné inhibuje rust.

Velmi jemny povlak, ktery se vytvari v koncentracich
vysSich nez je koncentrace zretelné inhibujici rust se
ignoruje.

Vysetreni se opakuje pri podezreni na kontaminaci
inokula (jiny vzhled na P.M. s ruznymi koncentracemi).



Agarova dilucni metoda
vyjadrovani vysledku a interpretace

LI 404 4

MIC.

MIC zjistena u testovaného kmene se porovnava
s breakpointy citlivych kmenu.

Kmeny s MIC rovnou nebo nizsi nez breakpoint
Jjsou oznaceny jako citlive.

U nékterych mikrobu a nebo pfi pochybnostech
(napf. u mikrobu produkujicich ESBL beta-
laktamazy je nutno provést doplnkova vysSetreni).




Dilucni metody v tekutém mediu

Diluéni mikrometoda
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7.1.2 Dilucni mikrometoda

Je pouzivana ke kvantitativnimu stanoveni aktivity
antimikrobnich latek vuci bakterialnim izolatum.

LI 40" 4 4

viditelné inhibuje rust testovaného mikroorganismu.

Sterilni plastova mikrodilucni desticka obsahuijici

v jednotlivych mikrojamkach v bujonu rozplnené
postupné dvojnasobna redéni (geometricka rada) =>
sada koncentraci antibiotik (v rozsahu obsahujicim
brakpointovou koncentraci) je inokulovana
standardizovanymi suspenzemi testovanych bakterii.
Inkubuje se 18 - 24 hod pri 35 °C.



Dilucni mikrometoda
kultivacni média

Mueller - Hinton broth (MHB):

komeréné vyrabéné medium dle ISO standardu 20776-1, 2019:

MHB bez obohaceni vyhovuje pro testovani citlivosti vétSiny kmena.

Ma obsahovat 20 - 25 mg Ca?* a 10 - 12,5 mg Mg?*, skladovani kratkodobé : 2-8 °C

Mueller Hinton Broth + 5% lyzatu konské krve + 20 mg/L B-NAD

Streptococcus spp. (including S. pneumoniae), Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni a C.coli, Pasteurella multoc:da Corynebacter/um
spp., Aerococcus sanguinicola a A. urinae, Kingella k/ngae

BHI (Brain Heart Infusion),
AB (Wilkins Chalgren), BB (Brucela Broth) anaeroby

DestiCka z kazdé pripravené serie se inkubuje pfi 35°C / 24 hodin pro kontrolu
sterility (v oddéleném termostatu).

Zatavenim desticek do sacku nebo dukladnym pfebalem alobalem Ize zamezit
odparu vody a prodlouzit dobu pouzitelnosti na 2 tydny po pfiprave.

Desticky |ze skladovat zamrazené pfi teploté -20°C az 6 - 8 tydnu a pfi -70 °C i déle.
Roztoky ampicilinu mensi stabilita (max 4 tydny), Roztoky amox/clav a imipenemu
nestabilni - nelze zmrazit.



Diluécni mikrometoda
zpusob inokulace

Inokulum o hustote :
5 x 1042 v jamce se 100ul tj. 5 x 105° bunék/ml
Obvykle se oCkuje 1 — 5 pl (max vSak 10 pl) na jamku
Inokulace :

vicekanalovou mikropipetou napr. z P.M. nebo
multidavkovym replikatorem z davkovace



Dilucni mikrometoda
inkubace desticek

Nejpozdeji do 30 minut po inokulaci se
destiCky umisti do termostatu a inkubuji se
pri teplote do 3 °C

doba kultivace a pouzita atmosfera — napf.
CO, (dle specifikace mikroorganismu).



Odecitani MIC

mikrodilucni metoda droj coc, Lesiey McGes

Antimicrobial Susceptibility Test
Broth Microdilution Dilution
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Odecet MIC (zdroj foto EUCAST)
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Dilucni mikrometoda - hodnoceni

Po prislusné dobe inkubace se desticky umisti na tmavou podlozku.
(pokud neni pouzivano automatického readeru a vyhodnocovace).

Zhodnoti se narust mikroorganismu v kontrolni jamce obsahuiji
pouze zivné medium bez atb a posoudi se zda je zakal difuzni nebo
sedimentujici.

S pozitivni kontrolou rastu se porovnavaji dalsi jamky, které vsak jiz
obsahuji atb. Odecte se koncentrace, ktera zretelné inhubuje rust.

U trimetoprimu a sulfonamidl se odecita jako negativni uz
koncentrace s velmi slabym zakalem (tam kde je rust inhibovan cca

z 80 %)

Jedna Cira jamka v fadé jamek se zfetelnym narustem se ignoruje,
nejedna-li se o jamku s nejvyssi koncentraci atb. Take dve Cire
jamky je mozno ignorovat, pokud se po nich vyskytuji alespon dve
jamky se zretelnym narustem. Jiné odchylky by mély byt zvazeny a
vysetreni by melo byt eventuelne zopakovano.



Ciré MHB médium - odeéet

Mirny zakal, nebo zakal bez vioCek pozorovany

u izolatd pseudomonad nebo acinetobaktert musi byt
povazovan za narust a tak jako MIC Ize odecist az prvni
¢irou jamku bez viditeIného zakaleni(nartstu).

MIC jsou zakrouzkovany Cervené.

; _"*ff”f_- ___.3 s MH-F médium — hemolyza - odecet

Y6 k-2 d Pro mikroorganizmy testované na
médiu MH-F muaZze byt patrna hemolyza

@ @@QQO krevnich komponent. Vétsinou je
spojena se zakalem, nebo usazeninou

@@QC} (vloCkami). Odectéte jako MIC az
NS jamky bez téchto efektu
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Odecitani G+ koku s
bakteriostatickymi ATM

Odecet pri ,,vynechané“ jamce > JH )
Neberte v uvahu témér nepatrny

Muze dojit k situaci, kdy vybrané jamky jsou narust (Spendlikova

,vynechany“, tj. chybi v nich narltst, coZ maze byt napf. hlavicka/tecka).

zpusobeno ucpanim kanalu pipety a neinokulovanim. MIC jsou zakrouzkovany Cervené.
Test je vhodné zopakovat, nebo v pfipadé pouze

|nd|V|_duaIn| Jamk}/ ode’:mstvnasle@vne. Doycyline @GOO

MIC jsou zakrouzkovany Cervené.
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G- mikroorganizmy : tigecyklin a eravacyklin
Neberte v uvahu témér nepatrny narust (Spendlikova
hlavicka/teCka). MIC jsou zakrouzkovany Cervené.

Tigecycline

Tigecycline

Trimethoprim a kombinace
TrimethoprimlsuIfamethoxazol
ktera inhibuje >80% narustu v
porovnani s kontrolou narustu.
MIC jsou zakrouzkovany Cervené.



Cefiderocol

Broth microdilution MIC determination must be performed in
iron-depleted Mueller-Hinton broth and specific reading
instructions must be followed. For testing conditions, see
http://www.eucast.org/quidance_documents/.

The MIC is read as the first well in which the reduction of
growth corresponds to a button of <1 mm or is replaced by the
presence of light haze/faint turbidity.

The positive control should show strong growth in the form of a
button of >2 mm or heavy turbidity.

See next slide for pictures with reading examples.

Positive control




Pro interpretaci vysledku je zasadni:

- Pred hlasenim vysledku klinickych izolatu je nutné se ujistit, Ze
hodnoty MIC pro kmeny pouzivané v ramci kontroly kvality jsou v
ramci akceptovatelnych rozmezi (viz EUCAST QC kritéria).

- Interpretovat MIC hodnoty dle souCasnych kategorii:

- S = susceptible => C = Citlivy

- R =resistant => R = rezistentni

- | = susceptible, increased exposure => | = citlivy, zvySena expozice

Interpretation of results

+ Make sure that MIC values for relevant Quality Control
strains are within acceptable ranges before reporting
results for clinical isolates.

— See quality control criteria in EUCAST QC Tables
(www.eucast.org).

* Interpret MIC values into susceptibility categories (S, |
and R) according to the current EUCAST Breakpoint
Tables (www.eucast.org).




Prezentace je urCena vyslovné pro ucely vyuky,

Pouzité fotografické materialy pochazeji
z citovanych zdroju:

Web stranky EUCAST

Web stranky CCM

Prezentace neni ur¢ena k dalSimu Sireni.



