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Zavéry

1) Dobry rist vech testovanych mikroorganismd byl pozorovan na
obou typech medii. Nicméné je tfeba kontrolovat kone¢né fedéni
bakterialni suspenze aplikované na misky, aby byl ziskan poget
odpovidajici 0,5 Mc Farlandd. Standard je pfiblizné 1,5 log® cfu/m,
tedy davka bakterii, ktera je v ramci kapacity antimikrobialniho
roztoku na disku.

Inhibiéni zony Gram pozitivnich a negativnich organismd na

Mueller-Hintonové agaru byly veskrze &isté a dobfe ohranicené s

malym zkreslenim, dokonce i pfi velmi vysokych koncentracich

F10SC. Nicméné sila agaru musi byt pfiblizné 4mm a musi byt

polozen na rovny povrch.

3) U Iso- sensitest agarovych misek byl pozorovan problém s
nékterymi testovanymi mikroorganismy, kdyz byla F10SC
testovana pfi vysokych koncentracich. Velké zkresleni a
pfekryvani inhibiCnich zén bylo pozorovano na miskach s
naockovanym Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
MRSA a Klebsiella pneumoniae. Disky obsahujici F10SC v fedéni
1/250; 1/500; 1/1000 a 1/2000 nemohly byt uZity pro testovani
citlivosti téchto mikroorganismi na ISO- sensitest agaru. Pouze
pokud byla koncentrace F10SC redukovana na ekvivalent k
1/4000 a 1/8000, zény inhibice se méné deformovali a mohli byt
méfeny.

4) Na provadéni testu citlivosti k F10SC je doporu¢en Mueller-
Hintondv agar.

5) Objemy, které pfesahuiji 10 pl zpusobuji deformaci inhibiénich zon,
diky omezené schopnosti disk( absorbovat vétsi objemy.

6) V této studii byl zkouSen pouze jeden bakterialni kmen z kazdého
druhu vybranych rodd mikroorganismd. Diky vnitrorodové
variabilité je nemozné urcit limity pro velikost zony inhibice v rdmci
skupiny pro rezistentni, stfedné odolné a citlivé druhy
mikroorganismu. Navrzena Agar — difuzni metoda mize byt
pouzita ke screeningu mnohych bakterialnich kmen( ke zjiSténi
z6ny inhibice pro bakteridlni kmeny povaZované za rezistentni
nebo citlivé.
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OVERENiI UCINNOSTI
VETERINARNIHO

DEZINFEKCNIHO
PRIPRAVKU (F10SC)

| Neil Forbes BvetMed Dip ECAMS FRCVS, Elize LlOYd BSc Hons Microbiology |

Shrnuti

F10SC veterinarni dezinfekce je postavena na zakladé
Gcinku kvarternich amoniovych soli a biguanidd.

Nezavislé testy ukazaly, Ze je efektivni proti bakteriim,
houbam, virim a sporam (houbovym i bakterialnim). Bylo
zdokumentovano, ze uziti diskové metody pro testovani
velikosti zon Gcinnosti na agarovych plotnach, u riznych
bakterialnich testaénich kment méa proménlivé vysledky.
Studie' byla iniciovana za Ugelem Zjisténi nejvhodnéjsi
metody na zhodnoceni ¢inkd F10SC za pouZiti komeréné
dostupnych diskd 10 pg gentamicinu a 5 pg enrofloxacinu
jako porovnatelné kontroly.

V$ech osm testovanych bakterialnich organisma v 1036
testech bylo citlivych na pfipravek k dezinfekci F10SC v
fedéni 1/250 (konc.0,4 %) v bujénu a kompletni viditelna
inhibice byla pozorovéna pfi této koncentraci, ale také pfi
mnohem nizich koncentracich.

Nejvice rezistentni mikroorganismy jako Pseudomonas
aeruginosa nebo Escherichia coli mély malé zény inhibice na
agaru v koncentraci ekvivalentni fedéni 1/250 (0,4 %), ale
stale byly kompletné inhibovéany fedénim 1/1000 (0,1 %),
resp. 1/4000 (0,025%) F10SC v bujénu. Vice citlivé
mikroorganismy, jako napfiklad Staphylococcus aureus, mél
na agaru velkou zonu inhibice pfi koncentraci odpovidajici
fedéni 1/250 (0,4 %) a byl kompletné inhibovan v bujénu uz
pfi nizké koncentraci 1/16 000 (0,0125%). Celkové 146
odecitani bylo hodnoceno z kazdé gentamicinové a
enrofloxacinové kontroly.

Nicméné studie ukazala, Ze testovani musi byt provadéno v
ramci striktnich parametrt jinak jsou dosazeny
nekonzistentni a zavadéjici vysledky.

Uvod

Studie byla provadéna s nasledujicimi cily:

* Prezkous$et diskovou metodu ve vztahu k hodnoceni
citlivosti aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii k
F10SC.

+ Porovnat vysledky diskové metody v S§ifi Ctyf az Sesti
riznych koncentraci F10SC na dvou typech agaru bézné
pouzivanych na citlivost. Konkrétné Mueller Hintontv agar
(Merck) a Iso-sensitest Agar (Oxoid) (C.A.Milsch).

* Porovnat citlivost Ci rezistenci osmi testovanych

mikroorganism ke komeréné dostupnym diskim s
obsahem 10 pyg gentamicinu a 5 ug enrofloxacinu na
téchto dvou typech agaru.

« Zjistit MIC (minimalni inhibicni koncentraci) dezinfekéniho
prostfedku F10SC proti béZnym bakteridlnim patogendm,
véetné ATCC kmend, lokalnim izolatim a ptacim
patogen(im.

Studie
Testované mikroorganismy
Byly pouzity nésledujici shirkové mikroorganismy:

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Klebsiella pneumonie ATCC 10031

Staphylococcus aureus MRSA Lokalni izolat dodany
H F Verwoerd Hospital 3/1995

B/IN 177/6

Lokalni ptai izolat dodany
veterinarni fakultou Ondersteport

Pasteurelia muitocida

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Salmonelfa chol

is serotype typhimuri ATCC 13311

Piiprava bakteridlni suspenze

Podle NCCLS priivodce’ byla vybrana metoda pfimé
kolonialni suspenze.

Bakterialni kultury byly péstovany na neselektivnim agaru
(Zivna agarova piida) po dobu 16-18h pfi 35 st. C (+- 2°C)
a byly resuspendovany se sterilnim fyziologickém roztoku
(0,85% roztok Na Cl). Ziskana koncentrovana suspenze
byla fedéna ve sterilnim fyziologickém roztoku (0,85%
roztok Na Cl), aby odpovidala turbidité 0,5 McFarlandova
standardu (pfiblizné 70-75% T v 600 nm). Vysledna
bakterialni suspenze obsahovala pfiblizng 1,5x 10°cfu/ml.

Urceni MIC v bujénu

Redé&ni bujonu pro uréeni minimalni inhibiéni koncentrace
bylo provedeno dle smémic popsanych v NCCLS.

Mueller-hintonGv bujon (pH 7,2 — 7,4) dodavany Merckem.
Bujon byl pfipraven a sterilizovan dle pokynu vyrobce.
Kationtova koncentrace bujonu nebyla upravena a bujon
byl pouzit, tak jak byl.
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Byly pfipraveny 2 fady 11 zkumavek, duplikovanych pro kazdy
testovany mikroorganismus, zacinajici v prvni zkumavce na fedéni
F10SC 1/125 (0,8 %), pfimo v Mueller-Hintonové bujénu. Zkumavka 1
a 2 obsahovala 1 ml tohoto roztoku.

Do zkumavek 2 - 11 byl pfidan sterilni Mueller-HiltonGv bujon (1ml).
Pocatecni koncentrace 1/125 (0,8 %) ve zkumavce 2 tak byla
nafedéna 1:1 se sterilnim bujénem, coZ vedlo k snhizeni koncentrace
na fedéni 1/250(0,4%)ve zkumavce €. 2. Ze zkumavky 2 se pfidal 1 ml
do zkumavky 3. Stejnym zplisobem se provedia dal$i sériova fedéni
az po zkumavku 9 pokryvajici rozpéti fedéni od 1/125 (0,8 %) az do
1/32000 (0,0031 %). Zkumavka 10 obsahovala naockovany bujon a
slouZila jako pozitivni kontrola. Zkumavka 11 obsahovala
nenaockovany bujon jako negativni kontrola. Obé zkumavky 10 a 11
neobsahovali zadné antimikrobni latky. VSechny zkumavky obsahovaly
1 ml Mueller- Hiltonova bujonu.

Bakterialni suspenze ziskané metodou pfimé kolonialni suspenze
obsahovaly priamémé 1,5 x 10° cfu/ml. Tyto suspenze byly dale
naredény: 2ml suspenze do 10 ml sterilniho fyziologického roztoku na
ziskani priblizné poctu 3 x 10 cfu/ml ¢ zkumavku. Do zkumavky 1 -
10 s obsahem 1ml Mueller Hintonova bujonu a nafedéné koncentrace
F10SC, bylo pfidano 10ul (0,01ml) pfipravené bakterialni suspenze
testovaného bakterialniho kmene, aby se ziskala koncentrace pfiblizné
3x100cfu/ml, neboli na zkumavku. Zkumavka 11 obsahovala
nenao¢kovany bujon jako negativni kontrola.

Zkumavky byly inkubovany pfi 35 °C 16-20h. MIC (minimalni inhibiéni
inhibuje viditelny rist testovanych organismd. Je to tedy koncentrace
obsazena v prvni zkumavce v nafedéné sérii, kde je viditelné
inhibovan rast testovanych mikroorganismd.

Po vyockovani inkubovanych suspenzi na agarové plotny byly
odecteny celkové podty Zivotaschopnych mikroorganism( obsazenych
v testovanych suspenzich (ze zkumavek ziskanych sériovym fedénim).

Urceni zény inhibice diskovou metodou

Byla pouzita Kirby Bauerova metoda diskové difuzni zény inhibice
ristu bakterii popsana Konemanem.

Mueller- Hinton agar (pH 7,2 7,4) dodany Merckem. Agar byl pfipraven
a sterilizovan dle instrukci vyrobce (+ 25 ml bylo vylito na 90 mm
Petriho misky. Vrstva agaru asi 4 mm.)

Iso- Sensitest agar (vyrobce Oxoid) dodany C A Milschem. Agar byl
pfipraven a sterilizovan dle pokynt vyrobce. (+ 25ml bylo vylito do
90mm Petriho misek. Vrstva agaru pfiblizné 4mm.)

Priprava diski a FI0SC zasobnich roztoki

K ziskani urcité koncentrace aktivnich latek pfitomnych v 1 ml
specifického fedéni bujonu F10SC na discich, které neobsahuji vice
nez 10 pl (0,01 ml), je tfeba pfipravit zasobni roztoky F10SC.
Napfiklad:

PoZadovana koncentrace na disku:

0,4% F10SC ( fedéni 1/250 F10SC je ekvivalentni k 0,4% F10SC).

Pozadovana koncentrace na disku (0,4% F1OSC)_k ) ©cobniho roztoku (40%
MnoZstvi aplikované na disk (0,01ml) = koncentrace zsobnino roztoku (40%)

Takze 0,01 ml 40% roztoku na disku obsahuije stejné mnozstvi
aktivnich latek jako 1 ml 0,4% roztoku F10SC. Pfipravené zasobni
roztoky v rozsahu od 40% do 1,25% byly naneseny na disky.
Koncentrace F10SC v pfipravenych testagnich discich reprezentuji 1
ml bujonu v fedénich F10SC od 1/250 (0,4 %) do 1/8000 (0,0125 %).
Pracujeme tedy se stejnou fadou testatCnich fedéni F10SC jako u
metody ,, ureni MIC v bujénu ,,.

Aplikované mnozstvi zasobniho roztoku pro optimalni nasyceni
testaéniho papirového disku bylo stanoveno na 0,01 ml =10 pl. Vy3Si
objemy vedou ke zkreslenym vysledkim.

Pfiprava Petriho misek

Bylo pouZito pfiblizné 130 misek Mueller-Hiltonova agaru a Iso-
Sensitestu agaru. Testy vSech koncentraci F10SC byly provadény
duplicitné na dvou agarovych plotnach. Bylo pouzito primérmé 6 disk
pro kazdé fedéni zasobnich roztokt F10SC na obou miskach. Sterilni
Gisté disky (Mast) 6,5mm v priméru byly ziskany z Davies Diagnostics.

Agarove plotny byly pfi pokojové teploté tfikrat ockovany v uhlu 60°
pfes cely povrch bavinénymi tyCinkami namocenymi do suspenze aby
se zajistilo rovnomérné naockovani testovanych organisma. Vyhnuli
jsme se pilisnému zvihéeni.

VSechny agarové misky byly naoCkovany bakterialni suspenzi
pfipravenou metodou pfimé kolonialni suspenze, jak bylo popsano vyse.

Misky se nechaly 3- 5 minut zaschnout. Pfiblizné 3 Cisté disky na 90
mm misku byly polozeny na nao¢kovany povrch Mueller-Hinton a Iso-
Sensitest agaru za pouziti sterilnich pinzet a jemnym tlakem sterilni
pinzetou pfitlaceny k zajisténi Upiného kontaktu diskd s agarem. Na oba
dva typy inokulovanych agar byly aplikovany také testaci disky pro
Gentamicin (Oxoid) 10ug a testaéni disky pro Enrofloxacin 5ug -
referencni disky.

Mikropipetou (eppendorffovou pipetou) se nakapalo po 10 ul z
pfipravené sady testaCnich zasobnich roztok( F10SC na disky
poloZené na agarovych plotnach.

Misky nebyly otoéeny dnem vzhlru a po 15 minutach po aplikaci byly
inkubovany po 16-18h pfi 35°C (+ 2°C).

V$echna testovani byla provedena duplicitné a byly stanoveny celkové
pocty Zivotaschopnych mikroorganismi obsaZenych ve vSech
testovanych suspenzich.

Kvalitativni kontrola média

Na kvalitativni kontrolu Mueller-Hintonova agaru a bujonu byly pouzity
tfi ATCC referencni linie testovacich bakterii:

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Mueller-Hintondv agar: Byly pouzity vSechny tfi mikroorganismy. Bylo
zkontrolovano, Ze vrstva agaru ma tloustku 4mm pro minimalizaci
rozdild velikosti zon. Komeréné dostupny Oxoid disk s obsahem
gentamicinu 10 pg byl testovan na miskach s Mueller-Hintonovym
agarem, pouzivanych pro testovani F10SC. Primérna zéna inhibice
ziskana pro gentamicin byla ve shodé se stanovenym pfipustnym
rozmezim pro kazdy urcity referenéni mikroorganismus jako indikator
podle NCCLS".

Mueller-Hintondv bujén: Byly pouzity Pseudomonas aeruginosa ATCC
2783 a Escherichia coli ATCC 25922. SABS nemohl dodat
Staphylococcus aureus ATCC 29213 referencni kmen navrzeny
NCCLS' pro testovani Mueller-Hintonova agaru. PouZiti Pseudomonas
aeruginosa ATCC 2783 a Escherichia coli ATCC 25922 pro kvalitativni
Ucely bylo shledano jako dostate¢né pro platné vysledky. Bylo
pfipraveno sériové fedéni Mueller-Hintonova bujonu, ktery obsahoval
gentamicin v rozsahu od 10 do 0,078 pg/ml. MIC hodnoty pozorované
pro oba mikroorganismy byly ve shodé s pfipustnym rozmezim
specifikovanym NCCLS".
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Pozitivni kontrola: Sterilni Mueller-HintonGv bujén, Mueller-Hinton
agarové misky a Iso-Sensitest agarové misky byly inokulovany
testovaci suspenzi mikroorganism0 uZitych pro pfislu$né testy a po
16-20h byl pozorovan dobry rlst.

Negativni kontrola: Sterilni -HintonGv bujon, Mueller-Hinton agarové
misky a Iso-Sensitest agarové misky byly inkubovany za stejnych
podminek jako testované zkumavky a misky na potvrzeni sterility.

VYSLEDKY

Vysledky MIC hodnoty v Mueller-Hintonové
bujonu

Primérné vysledky v obou testovanych zkumavkach pro kazdy
mikroorganismus se ukazovaly jako jeden vysledek v pfipadé, kdyz
vysledky byly stejné. Dva vysledky poukazovaly na to, kde byly
zjistény rozdily mezi pozorovanymi duplikatnimi vysledky testd.

Tabulka 1

10 1"
éislo zkumavky 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |Negativni| Pozitivni
kontrola | kontrola

oo o o S
Koncentrace F10SC | o8 | o | T° | ot | #* | " @’\'ﬁ\“ R Q@\Q\a

Redéni F10SC 17125 | 11250 | 1/500 | 1/1000 | 1/2000 | 1/4000 | 1/8000 | 116000 | 1/32000
ﬁ%gggvgggs aeruginosa) - - [ QR (UUE VPR ISUUR T e
E_?%"Ce';ggg 200” ++ ++ e - +
Staphylococcus aureus - - - . . - - . .

ATCC 25923 * "
o I I I R R R R E R
Staphylococcus aureus _ _ _ . - - - . -

MRSA lokéini isolat ” -
Pasteurelfa muitocida _ _ R . N N N . . e
Lokalni isolat

Enterococcus faecalis N N N . . - R . + R +
ATCC 29212

Salmonefia choleraesuis

Serotype typhimurium - - - - - - - | - Aasd
ATCC 13311

+++znamena dobre viditelny rust testovaného mikroorganismu
- znamen4, Ze rust testovaného mikroorganismu nebyl viditelny

F10SC MIC hodnoty

Obr. 1
Testovany Koncentrace F10SC (fedéni) jejimz
mikroorganismus: Vysledkem je uplna viditelna inhibice testovaného

mikroorganismu = MIC hodnoty

Pseud i .
ATCCaTasy . coranesa Redéni 1/1000 neboli 0,1 % F10SC
Escherichia col Redsni 1/4000 neboli 0,025 % F10SC
Staphylocaccus aureus Redéni 1/16 000 neboli 0,00625% F10SC
lebsiella pneumoniae Redsni 1/4000 neboli 0,025 % F10SC
aphylococous aureus Redéni 1/16 000 neboli 0,00625% F10SC
Pasteurella multocida Redéni 1/16 000 neboli 0,00625% F10SC
Enterococeus faecalis Redéni 1/16 000 neboli 0,00625% F10SC
Salmonella choleraesuis . .
Serotype typhimurium Redéni 1/8000 neboli 0,0125 % F10SC
ATCC 13311

Zopakovatelnost vysledkd: Hodnoty ziskané pro Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 byly tytéz jako ty, které byly
ziskané v pfedchozim testu za stejnych podminek’.
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Vysledky difuzni citlivosti

V$echny mikroorganismy byly citlivé na F10SC v fedéni 1/250 v bujonu
a kompletni viditelna inhibice byla pozorovana pfi této i pfi mnohem
niz8ich koncentracich. Nejvice rezistentni mikroorganismy napf.
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli, produkovaly malou
inhibicni zénu v agaru pfi koncentraci 1/250, ale byly stéle kompletné
inhibovany v bujénu pfi fedéni 1/1000, resp. 1/4000 F10SC.

Citlivéjsi mikroorganismus Staphylococcus aureus, produkoval velké
z6ny inhibice na agaru pfi koncentraci odpovidajici fedéni 1/250 a doSlo
kompletné kinhibici v bujonu pfifedéni tak nizkych, jako je 1/16000.

Efekt F10SC koncentraci byl mé&fen na osmi rozdilnych
mikroorganismech. Primérna velikost zény inhibice byla zapsana v mm.
(V priméru bylo pouzito 6 diskli pro kazdé fedéni F10SC na dvou
miskach.)

Méfeni zény

Uginek F10SC koncentraci na osm rozdilnych mikroorganismu.
Inhibiéni zéna méfena v mm kolem disku, (+ 6 diskd pro F10SC fedéni
na dvou miskach).

Tabulka 2- Mueller-Hinton Agar

Redéni F10SC

Redéni 1/250 1/500 111000 172000 1/4000 1/8000
%F10SC (1ml/100ml) na
Discich, které obsahuji 04% 0,2% 0,1% 0,05% 0,025% 0,0125%
10ul zésobniho roztoku

F10SC zésobni roztok

Pouzity pro pfipravu 40% 20% 10% 5% 2,5% 1.25%
diskd
Pseudomonas aeruginosa .
ATCC 27853 97 94 9,1 88 86 Netestovano
Escherichia col .
ATCC 25922 16,7 15,1 139 120 12 Netestovano
Staphylococcus aureus 176 159
ATCC 25923 a7 23 26 Zkresleni zkresleni 149
Kiebsiella pneumoniae
ATCC 10031 217 206 192 178 155 144

. 1k Staphylococcus aureus

FedEifiRsA Local isolate B3 29 23 26 165 126
Pasteurella multocida 199 174 153 135 Netestovano | Netestové
Local isolate 3 B 2 i etestovano letestovano
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 23,0 223 191 182 16,1 133
Salmonella choleraesuis
Serotype typhimurium 17,7 16,2 13,1 16 Netestovano | Netestovano

ATCC 13311

Tabulka 3-Iso-sensitest agar

Redéni F10SC
Redéni 1/250 1/500 111000 1/2000 1/4000 1/8000
%F10SC (1mli100ml) na
discich obsahujicich10ul 04% 0,2% 01% 0,05% 0,025% 0,0125%

zasobniho roztoku

F10SC zasobni roztok

Poutzity pro pfipravu 40% 20% 10% 5% 25% 1.25%

diska

Fscudomonas aenuginosa 10,1 95 95 93 89 | Netestovano

Escherihia cof 156 144 129 0 104 | Netestovéno
Zkresleni, Zkresleni, Zkresleni, Zkresleni, 15,6 136

itfggy‘z%%"fgus aureus eka | Ve | “Veka© | Ve | zwedeni | zkedeni
prekryvani prekryvani prekryvani prekry prekry: prekry

i i Zkresleni 21,1 19,7 16,1 Bez vysledku 16,6

A”Teé’(sj’e{go’%qe”’""”’ae Voke | zdedeni | zdetieni | zcedeni | ek | Zkedeni
prekryvani Prekryvani | Prekryvani Prekryvani Prekryvani | Prekryvani

Staphylococcus aureus 233 Bezyysledku|  ya7ne 27

MRSA Local isolate Zasden | ke | prekant | Adedent 22 167

Egg;?“’s’gl'ge’"“‘mc'da 179 156 143 125 Netestovéno | Netestovéno

Enterocacaus faccall 198 187 174 159 145 130

Salmonella choleraesuis

Serotype typhimurium 172 16,1 144 123 Netestovano | Netestovano

ATCC 13311

and Hygiene




