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MIKROLATEST®

C€ MIC G-Il 3

Kat. ¢.: MLT00045 Pro mikrobiologii
Souprava je uréena pro stanoveni citlivosti k antibiotikim bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae na zakladé determinace MIC (minimalini inhibi¢ni koncentrace), tzn. nejnizsi
koncentrace, ktera zamezi viditelnému rastu bakterii. Obsahuje 10 stanoveni.

Principem testu je rehydratace antibiotik v jamkach pomoci Mueller Hinton Il bujonu a pfidani bakterialni suspenze. Po 16 — 20 hodinové inkubaci jsou vysledky odecitany
vizualné nebo readrem. Tato souprava je uré¢ena pro testovani citlivosti k antibiotikiim uréenych pro 1é¢bu zavaznych infekci zejména u hospitalizovanych pacient(. Antibiotika
pro méné vazné infekce jsou zahrnuta v soupravé MIC G-I.

Souprava obsahuje:

* 10 vySetfovacich desek

* 1 vicko (nesterilni)

* 10 ks PE sacki

Skladovani a exspirace soupravy:

Skladovani je doporuceno pfi (+2 az +25) °C, exspirace je vyznacena na obalu. Po vyndani z chladni¢ky nechejte desticky temperovat pfi pokojové teploté minimalné po
dobu 30 minut k zamezeni kondenzace vody. Po otevieni hlinikového obalu a sejmuti félie nenechavejte jiz oteviené destitky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohrozuje funkénost
antibiotik!!!

Potreby pro prdci se soupravou, které nejsou soucdsti soupravy:

«  Sterilni nepufrovany fyziologicky roztok

*  Mueller Hinton bujon Il adjustovany na kationty (napf. suspenzni médium MIC kat. ¢. MLT00070)

« Etanol

«  Sterilni zkumavky

« Inokulator Erba Dip kat. ¢. 50004456

«  Sterilni Petriho misky

«  Sterilni vani¢ky 60 ml kat. ¢. 50004457

« Krokovaci pipeta na 100 yl nebo multikanalova pipeta 100 pl

« Pipeta na 60-100 pl

« Densitometer (napf. Densi-La-Meter Il kat. ¢. INS00062)

* Inkubator 35+2°C

« Bézné laboratorni vybaveni (klicky, popisovace, kahan, atd.)

Upozornéni: Souprava je uréena pouze k profesionalnimu pouziti. Dodrzujte zasady pro praci s infekénim materialem!

. - Pracovni postup
Priprava bakterialni suspenze a inokulace:

A) Inokulace inokulatorem

1) Vyjméte desti¢ku z hlinikového obalu a sejméte folii. Oznacte desti¢ku typem soupravy (G-I1) a zaznamenejte Cislo vySetfované kultury. Rozpipetujte do vSech jamek
po 100 pl suspenzniho média MIC.

2) Pripravte zkumavku s 12 ml fyziologického roztoku. Pfidejte 100 pl suspenzniho média MIC ke sniZeni povrchového napéti inokula.

3) Z 18 — 24 hodinové kultury na krevnim agaru setiete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5 McFarland.

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

5) Inokulujte rozplnénou desticku pomoci sterilniho inokulatoru: inokulator smocte v Petriho misce s etanolem a oZehnéte nad plamenem. Vychladly inokulator smocte
v Petriho misce s bakterialni suspenzi. Pfeneste inokulum do 1. poloviny desti¢ky jemnym krouzenim v jamkach. Opét smocte inokulator v Petriho misce s bakterialni
suspenzi a opakujte inokulaci 2. poloviny desticky.

B) Inokulace pipetou

1) Pfipravte zkumavku s 2 ml fyziologického roztoku.

2) Z 18 — 24 hodinové kultury na krevnim agaru setiete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5 McFarland.

3) Preneste 60 pl z bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku do zkumavky s 13 ml suspenzniho média MIC a dobfe homogenizujte.

4) Vyjméte destiCku ze sacku a sejméte folii. Oznacte desticku typem soupravy (G-1l) a zaznameneijte Cislo vySetfované kultury.

Rozpliite suspenzni médium MIC s inokulem po 100 pl do kazdé jamky.

Poznamka: Desti¢ku zpracujte do 60 minut po vyjmuti ze sacku.

Inkubace:

Nainokulovanou desti¢ku vloZte do PE sacku, jehozZ okraje zahnete pod desku tak, aby nedochazelo k vysychani inokula.

Desti¢ku vloZte do termostatu 35+2 °C na 16-20 hod.

Vyhodnoceni:

Desticku vyjméte z PE sacku. Pro odeditani narustu v jamkach zvolte zpusob, ktery je pro Vas nejoptimalnéjsi:

1) Odecitejte proti Sedému pozadi nebo proti tabulce desticky v navodu

2) Odecitejte proti pfirozenému nebo umélému rozptylenému svételnému zdroji.

3) Pouziti lupy neni doporuc¢ovano.

4) Odeciteje s pomoci readeru a identifikaéniho softwaru.

Prosim vénujte pozornost:

V jamce s kontrolou rustu (K) musite vidét nartst! Jestlize narast neni, test NELZE HODNOTIT! Jako MIC je hodnocena jamka s nejniz$i koncentraci antibiotika,
ktera zamezi okem viditelnému ristu bakterii. OdliSte zrnéni od pfipadnych bublin! Vysledky zaznamenejte.

Tab. 1: Rozlozeni antibiotik a jejich koncentraénich fad v mg/l na desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64  64/4 4 8 32 3216 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0,5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0,25 1 2 1
E 8 8/4 0,5 1 4 4/2 1 1 0,12 0,5 1 0,5
F 4 44 025 05 2 211 0,5 0,5 006 025 05 0,25
G 2 2/4 012 0,25 1 10,5 025 025 003 012 0,25 0,12

H 1 174 0,06 012 05 05025 012 0,12 0015 0,06 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI
Antibiotikum Zkratka Citg"y an(:F;;ni ReZisée"t"i Citg""’ ml:t,:lie;;ni ReZisF:e"t“i
Piperacilin PIP <8 16 232 <16 32-64 2128
Piperacilin / tazobaktam PIT <8/4 16/4 232/4 <16/4 32/4-64/4 2128/4
Cefotaxim CTX <1 2 24 <1 2 24
Ceftazidim CAZ <1 2-4 28 <4 8 216
Cefoperazon CPz <16 32 264
Cefoperazon / sulbaktam CPS
Cefepim CEP <1 2-4 =8 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem MER <2 4-8 216 <1 2 24
Ertapenem ERT <0,5 1 >2 <0,5 1 >2
Tigecyklin TGC <1 2 24
Netilmicin NET <2 4 =8 <8 16 232
Tobramycin TOB <2 4 =8 <4 8 216

Poznamky k interpretacim:

Dle stanovené MIC se testovany kmen radi do kategorie citlivy — intermediarni - rezistentni k danému antibiotiku na zakladé aktualnich interpretacnich tabulek
EUCAST (1) nebo dle CLSI dokumentu M100 (2). Kategorie SDD je definovana pro Enterobacteriaceae jako citlivy v zavislosti na davce (davkovani vede ke zvy-
Sené expozici cefepimem).

Rezistence k CTX a CAZ indikuje ESBL produkci. MER a ERT jsou doporu€ovany pro skrining produkce karbapenemaz. Konfirmaéni testy se provadi dle doporuceni
EUCAST (3) nebo CLSI dokumentu M100 (2).

V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit dalSi interpertaéni kriteria, napf. EUCAST Expert rules (4) nebo CLSI dokumenty M100 (2) a MO7
(5). Pri interpretaci vysledku je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, puvod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky doplriujicich testu.

Kontrola kvality:

Pro kontrolu kvality soupravy doporu¢ujeme niZe uvedené kontrolni kmeny. Pfi vyhodnoceni vysledk( testovani kontrolnimi kmeny se fidte standardem EUCAST nebo CLSI.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ cPz cPs* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-4/4 003012 | 006-05 | 01205 | 012-0,5 | 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,25-1

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ CPZ cPs* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0,5-4 0,25-1 2-8 - 0,58 0,25-1

CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)

PIP PIT
> 64 0,5/4-2/4

* pro toto ATB kontrolni hodnoty v EUCAST nebo CLSI nejsou uvedeny, hodnoty byly stanoveny internim testovani v Erba Lachema s.r.o.
ATCC — American Type Culture Collection
CCM — Ceska sbirka mikroorganismu, Masarykova univerzita, pfirodovédecka fakulta, Kamenice 5, budova A25, 625 00 Brno, Tel: 549 491 430, Fax: 549 498 289
http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
Ochrana zdravi:
Komponenty soupravy nejsou klasifikovany jako nebezpecéné.
Likvidace pouzitého materialu:
Po pouziti vioZte desticku do nadoby pro infekéni materidl a likvidujte dle vlastnich internich predpisim, autoklavujte nebo znicte spalenim.
Prazdné papirové obaly se pfedaji do sbéru k recyklaci.
Literatura:
(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org
(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Datum revize: 3.4. 2018

POUZITE SYMBOLY

Katalogové Cislo In vitro diagnostikum d Vyrobce [E] Ctéte navod k pouziti
Cislo sarze _/Y Teplota skladovani g Datum expirace

Erba Lachema s.r.o., Karasek 2219/1d, 621 00 Brno, CZ
e-mail: diagnostics@erbamannheim.com, www.erbalachema.com M-MIC/P1/02/18/K
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MIKROLATEST®
C€ [vo MIC G-Il G

Cat. N.: MLT00045 For microbiology

The kit is designed to test antimicrobial susceptibility of bacteria from Enterobacteriaceae family on the basis of determination MIC (minimal inhibitory concentration), i.e. the
lowest concentration, which inhibits bacterial growth. The kit contains 10 examinations (plates). The test is based on the rehydration of antibiotics in the wells with Mueller Hinton
Il broth and addition of bacterial suspension. The results are read visually or by reader after 16-20 hours of incubation. This kit is designed to test susceptibility to antibiotics
used in treatment of serious infections especially in hospitalized patients. Antibiotics for less serious infections are included in the kit MIC G-I.

The kit contains:

« 10 plates for examination

* Alid (non-sterile)

« 10 pc of PE bags

Storage and expiration of the kit:

It is recommended to store the kit at (+2 to +25) °C. The date of expiration is indicated on each package. Leave plate at room temperature at least for 30 minutes before you
open it to avoid water condensation. After the aluminium package is opened, don't leave opened plates unprotected!!! Exposition to air humidity leads to antibiotic activity
failure!!!

Material required to perform a test, not included in the kit:

« Sterile physiological solution (unbuffered)

* Mueller Hinton broth Il cations adjusted (e.g. suspension medium MIC Cat. N. MLT00070)

« Ethanol

»  Sterile tubes

* Inoculator Erba Dip Cat. N. 50004456

» Sterile Petri dishes

»  Sterile basins 60 ml Cat. N. 50004457

« Astepper or multichannel pippete for dosage of 100 pl

« Apippete for dosage of 60-100 pl

« Densitometer (e.g. Densi-La-Meter Il Cat. N. INS00062)

* Incubator 352 °C

* Regular microbiological laboratory equipment (loops, marker, burner, etc.)

Caution: The kit is for professional use only! Respect the rules for work with infectious material!

Instructions for Use
Preparation of bacterial suspension and inoculation (recommended procedure):
A) Inoculation with inoculator
1) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover. Mark the frame with a type of kit (G-Il) to avoid mistake in reading results after incubation. Record
number of examined strain on the plate. Fill 100 ul of suspension medium MIC into each well.
2) Prepare a tube with 12 ml of physiological solution. Add 100 pl of suspension medium MIC to decrease surface tension.
3) Remove few colonies from 18 — 24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution.
4) Pour the bacterial suspension into a sterile Petri dish.
5) Use sterile inoculator to inoculate the plate: dip inoculator into Petri dish with ethanol and flame it. Dip the cooled inoculator into a Petri dish with prepared bacterial
suspension. A thin film of bacterial suspension is adhered to metal spikes of inoculator. Transfer inoculum to the first half of the plate by dipping into wells and carefull mixing.
Make a new dip into the Petri dish with prepared bacterial inoculum and inoculate the second half of the plate.
B) Inoculation with pippete
1) Prepare a tube with 2 ml of physiological solution.
2) Remove few colonies from 18 — 24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution.
3) Place 60 pl of bacterial suspension into a tube with 13 ml of suspension medium MIC, homogenise well.
4) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover from the plate. Mark the frame with a type of kit (G-Il) to avoid mistake in reading results after incu-
bation. Record number of the examined strain on the plate.
5) Inoculate each well of the plate with 100 pl of bacterial suspension prepared in suspension medium MIC.
Note: Process a plate within 60 minutes after removing it from aluminium bag
Incubation:
Insert the inoculated plate into a PE bag. Fold the open end of the bag under the plate to prevent evaporation during the incubation. Incubate the plate at 35+2 °C for
16 — 20 hours.
Evaluation:
Remove the plate from the PE bag. To read the growth in the microwells, choose a way which is the most covenient for you:
1) Read against a grey background or against plate layout in instructions
2) Read against natural or artifical dispersed light.
3) Usage of magnifying glass is not recommended.
4) Evaluate test using reader and identification software.
Please read with attention!
You must see a growth in the control well (K)! If the growth is not present, the test MUST NOT be evaluated! The MIC is the lowest concentration of antibiotic in
a well where no visible growth of the organism is observed. Beware to differentiate grains of growth from media bubbles. Record the results.

Tab. 1: Plate layout: antibiotics dilution series (in mg/l)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64  64/4 4 8 32 3216 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0.5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0.25 1 2 1
E 8 8/4 0.5 1 4 4/2 1 1 0.12 0.5 1 0.5
F 4 44 025 0.5 2 21 0.5 0.5 006 025 05 0.25
G 2 2/4 012 0.25 1 105 025 0.25 003 0.12 0.25 0.12

H 1 174 0.06 012 0.5 05025 012 0.12 0.015 0.06 0.12 K
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Tab 2: Clinical MIC breakpoints (in mg/l) for Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI

Antiblotics Abbr. Sensitive m':;?;;e Resistent | Sensitive mIZ:l?;;e Resistent

S 0 R ) 0 R
Piperacillin PIP <8 16 =32 <16 32-64 2128
Piperacillin / tazobactam PIT <8/4 16/4 232/4 <16/4 32/4-64/4 >128/4
Cefotaxime CTX <1 2 24 <1 2 24
Ceftazidime CAZ <1 2-4 28 <4 8 216
Cefoperazone CPz <16 32 264
Cefoperazone / sulbactam CPS
Cefepime CEP <1 2-4 =8 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem MER <2 4-8 216 <1 2 24
Ertapenem ERT <0.5 1 22 <0.5 1 22
Tigecycline TGC <1 2 24
Netilmicin NET <2 4 28 <8 16 232
Tobramycin TOB <2 4 =8 <4 8 216

Interpretation:

The tested strain is categorised as sensitive-intermediate-resistant to a particular antibiotic on the basis of MIC determination. This categorisation is based on
EUCAST: Breakpoint Tables (1) or according to CLSI document M100 (2).

Resistance to CTX and CAZ indicates ESBL production. MER and ERT are recommended to screen for carbapenemases production. Confirmation tests are recommended
according to EUCAST guidelines (3) or CLSI document M100 (2).

Other interpretative criteria have to be used depending on national and laboratory standards, e.g. EUCAST Expert rules (4) or CLSI documents M100 (2) and MO7
(5). Itis necessary to take into consideration following parameters when interpreting results: species identification, sample origin, patient case history, or resuls of
additional tests.

Quality control:

We recommend following control strains for internal testing of functionality of the antibiotics in the laboratory. Follow EUCAST or CLSI standards when evaluating results.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ cPz cPs* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-4/4 0.03-012 | 006-05 | 01205 | 012-05 | 0.015-0.12 | 0.008-0.06 |0.004-0.015| 0.03-0.25 <0.5-1 0.25-1

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ cPz cPs* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0.5-4 0.25-1 2-8 - 0.5-8 0.25-1

CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)

PIP PIT
> 64 0.5/4-2/4

* No EUCAST or CLSI control values, the values were set internally in Erba Lachema s.r.o
ATCC — American Type Culture Collection
CCM — Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University, Faculty of Science, Kamenice 5, building A25, 625 00 Brno, CZ
Tel. +420 549 491 430, Fax +420 549 498 289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
Health protection:
Components of the kit are not classified as dangerous.
Disposal of the used material:
Insert the used plate into the vessel intended for the infectious material and autoclave or destroy it by incineration.
Put paper packaging waste to recycling.
Literature:
(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org
(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Date of revision: 3.4. 2018

USED SYMBOLS
Catalogue number In vitro diagnostics u Manufacturer [:Ii_] See instruction for use
LOT| Lot number _/ﬂ/- Storage temperature g Expiry date

Erba Lachema s.r.0., Karasek 2219/1d, 621 00 Brno, CZ
e-mail: diagnostics@erbamannheim.com, www.erbalachema.com M-MIC/P1/02/18/K
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MIKROLATEST®

C€ MIC G-I

Nr kat. MLT00045 Do celow mikrobiologicznych
Zestaw przeznaczony jest do oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki bakterii z rodziny Enterobacteriaceae na podstawie okreslenia MIC (minimalnego stezenia hamujacego), tzn.
najnizszego stezenia, ktére zahamuje widoczny wzrost bakterii. Zestaw umozliwia przeprowadzenie 10 badan. Test oparty jest na zasadzie ponownego nawodnienia antybiotykow w
studzienkach za pomocg Mueller Hinton Il bulionu i dodaniu zawiesiny bakterii. Po 16-20 godzinach inkubacji wyniki odczytywane sg wizualnie lub za pomoca czytnika. Zestaw ten
zawiera antybiotyki przeznaczone do leczenia powaznych zakazen, przede wszystkim w przypadku pacjentéw hospitalizowanych. Antybiotyki podstawowe, przeznaczone do mniej
powaznych standw, znajduja sie w zestawie MIC G-I.

Zestaw zawiera:

« 10 plytek testowych

« 1 niesterylne pokrywe

* 10 szt. PE torebek

Przechowywanie i data waznosci zestawu:

Zestaw zaleca sie przechowywaé w temperaturze +2 do +25 °C. Termin waznosci podany jest na kazdym opakowaniu. Po wyjeciu z lodéwki nalezy ptytki pozostawi¢ w temperaturze
pokojowej przez co najmniej 30 minut, w celu ograniczenia skraplania wody, zeby doprowadzi¢ ich do temp. pokojowej. Po otwarciu aluminiowego opakowania i zdjgciu folii nie nalezy
pozostawiac raz otwartg ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu zagraza funkcyjnosci antybiotykow !!!

Materialy potrzebne do pracy z zestawem, ktére nie wchodza w skifad zestawu:

* Roztwor sterylnej soli fizjologicznej (niebuforowanej)

«  Mueller Hinton bulion Il dostosowany do kationéw (np. Nos$nik zawiesiny MIC nr kat. MLT00070)

« Etanol

«  Probowki sterylne

« Inokulator Erba Dip nr kat. 50004456

«  Sterylne ptytki Petriego

«  Sterylne wanienki 60 ml nr kat. 50004457

« Pipeta (dozator) na 100 pl lub wielokanatowa pipeta 100 pl

«  Pipeta na 60-100 pl

« Densytometr (np. Densi-La-Meter Il nr kat. INS00062)

« Cieplarka 35t2 °C

« Podstawowe wyposazenie laboratoryjne (ezy, markery, palnik, itd.)

Ostrzezenie: Zestaw przeznaczony jest wylacznie do profesjonalnego zastosowania. Nalezy przestrzegac¢ zasad pracy z materiatem zakaznym !

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej oraz inokulacja: Sp 050b pOStep owania
A) Inokulacja za posrednictwem inokulatora

1) Wyjac¢ ptytke z aluminiowego opakowania i zdjgé ochronng folig aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczgciem inokulacji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (G-II), opisa¢
numery badanych kultur. Pipetowaé¢ do wszystkich studzienek po 100 pl no$nika zawiesiny MIC.

2) Przygotowaé probdwke z 12 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej). Podczas inokulacji doda¢ 100 pl nos$nika zawiesiny MIC, zeby zmniejszy¢ napigcie
powierzchniowe inokulum.

3) Z 18 — 24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobra¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland.

4) Tak przygotowang zawiesing wla¢ na sterylng ptytke Petriego.

5) Inokulowac napetniong ptytke za pomoca sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w plytce Petriego z etanolem i wyzarzyé nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzyé w
ptytce Petriego z zawiesing bakteryjng. Przenies¢ inokulum do pierwszej potowy plytki delikatnym krgzeniem inokulatora w studzienkach. Ponownie nawilzy¢ inokulator w ptytce
Petriego i powtorzy¢ inokulacje drugiej potowy ptytki.

B) Inokulacja za posrednictwem pipety

1) Przygotowa¢ probéwke z 2 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej).

2) Z 18 - 24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobra¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland.

3) Przenies¢ 60 pl z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej do probéwki z 13ml nosnika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowadé.

4) Wyjac¢ plytke z aluminiowego opakowania i zdjg¢ ochronng folie aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulacji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (G-Il), opisa¢
numery badanych kultur. Pipetowaé¢ do wszystkich studzienek po 100 pl no$nika zawiesiny MIC z inokulum.

Uwaga: Przetwarzaj ptytke w ciggu 60 minut od wyjecia z aluminiowego opakowania.

Inkubacja:

Ptytke po inokulacji wiozy¢ do PE torebki, zagig¢ otwarty brzeg torebki pod ptytke, aby zapobiec wysychaniu inokulum.

Ptytke wtozy¢ do cieplarki w temp. 35+2 °C na 16 — 20 godz.

Ocena:

Ptytke wyjac z torebki PE. Dla odczytu wzrostu w studzienkach nalezy wybra¢ najbardziej optymalny dla siebie sposob:

1/ odczytaé za pomocg czytelnik i identyfikacji oprogramowania.

2/ odczyta¢ wizualnie na szarym tle lub na tle tabelki ptytki w instrukcji obstugi

3/ odczyta¢ wizualnie na tle naturalnego lub sztucznego rozproszonego zrédta Swiatta

4/ uzycie lupy nie zaleca sie

Prosimy o zwrécenie uwagi:

W studzience z kontrola wzrostu powinien by¢ wzrost !!! Jezeli nie ma wzrostu, test NIE MOZNA OCENIAC !

Jako MIC ocenia si¢ studzienke z najnizszym stezeniem antybiotyku, ktéra zahamuje okiem widoczny wzrost bakterii. Nalezy odrézni¢ ziarnistos¢ od ewentualnych
pecherzykow powietra ! Wyniki wpisa¢ do formularza.

UWAGA: dla uzytkownikéw systemu Mikrola wraz z programem MIKROB oceng studzienki kontroli wzrostu przeprowadza program MIKROB automatycznie na pod-
stawie odczytu za pomoca czytnika.

Tab. 1: Rozktad antybiotykow i ich stezen na ptytce w mgl/l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 1284 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64 644 4 8 32 3216 8 8 1 4 8 4

c 32 324 2 4 16 168 4 4 05 2 4 2

D 16  16/4 1 2 8 84 2 2 025 1 2 1

E 8 84 05 1 4 a2 1 1 0122 05 1 05
F 4 44 025 05 2 21 05 05 006 025 05 025
G 2 24 012 025 1 105 025 025 003 012 025 0,112
H 1 14 006 012 05 05025 012 012 0015 006 0712 <onrod

wzrostu
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Tab 2: Numeryczne wyrazenie MIC (mg/l) dla Enterobacteriaceae

EUCAST CLSI
Antybiotyk Skrét W’ag"‘"y fv:?z:ﬁify Op;rny W’ag"‘"y fviitz:ﬂify Op;rny
Piperacylina PIP <8 16 232 <16 32-64 2128
Piperacylina/tazobaktam PIT <8/4 16/4 232/4 <16/4 32/4-64/4 2128/4
Cefotaksym CTX <1 2 24 <1 2 24
Ceftazydym CAZ <1 2-4 >8 <4 8 216
Cefoperazon CPz <16 32 264
Cefoperazon/sulbaktam CPS
Cefepim CEP <1 2-4 >8 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem MER <2 4-8 216 <1 2 24
Ertapenem ERT <0,5 1 22 <0,5 1 22
Tigecyklina TGC <1 2 24
Netylmycyna NET <2 4 28 <8 16 232
Tobramycyna TOB <2 4 28 <4 8 216

Uwagi do interpretaciji:

Wg oznaczonego MIC badany szczep przyporzadkowany jest do kategorii wrazliwy — sSredniowrazliwy — oporny na dany antybiotyk na podstawie tabeli inter-
pretacyjnych EUCAST (1) lub na podstawie dokumentu CLSI M100 (2). Kategorie SDD ustalono dla Enterobacteriaceae jako wrazliwy w zaleznosci od stezenia
(dozowanie prowadzi do zwigekszonej ekspozycji na cefepim).

Opornos$¢ na CTX i CAZ wskazuje na wytwarzanie ESBL. MER i ERT zalecane sg dla przesiewowego badania do sprawdzenia wytwarzania karbapenemaz. Testy
potwierdzajgce przeprowadza sie wedtug zalecenia EUCAST (3) lub dokumentu CLSI M100 (2).

W zaleznosci od krajowych lub laboratoryjnych standardédw mozna uzy¢ kolejne kryteria interpretacyjne, np. EUCAST Expert rules (4) lub dokument CLSI M100 (2)
i MO7 (5). Podczas interpretacji wynikéw nalezy wzig¢ pod uwage identyfikacje szczepu do gatunku, pochodzenie prébki i wywiad chorobowy pacjenta; ewentualnie
wyniki testéw uzupetniajgcych.

Kontrola jakosci:

Dla kontroli jakosci zestawu zalecamy ponizej wymienione szczepy kontrolne. Podczas oceny wynikéw testowania szczepami kontrolnymi nalezy kierowa¢ sie standardem
EUCAST lub CLSI.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mgl/l)
PIP PIT CTX CAZ CPz CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-4/4 0,03-0,12 0,06-0,5 0,12-0,5 0,12-0,5 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,25-1
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mgll)
PIP PIT CTX CAZ CPZz CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0,5-4 0,25-1 2-8 - 0,5-8 0,25-1
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
PIP PIT
> 64 0,5/4-2/4 . . . . . ) . . . .

* dla tego ATB wartosci kontrolne w EUCAST lub CLSI nie sg wymienione, warto$ci zostaty oznaczone podczas wewnetrznego testowania v Erba Lachema s.r.o.
ATCC — American Type Culture Collection

CCM - Czeska Kolekcja Mikroorganizméw, Uniwersytet Masaryka, Wydziat Przyrodniczy (pfirodovédecka fakulta), Kamenice 5, budynek A25, 625 00 Brno, CZ

Tel: +420 549 491 430, Faks: +420 549 498 289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz

Ochrona zdrowia:

Odczynniki zestawu nie sg klasyfikowane jako niebezpieczne.

Likwidacja zuzytego materiatu:

Po zuzyciu wszystkie ptytki nalezy wiozy¢ do pojemnika dla materiatéw zakaznych i likwidowa¢ wg wtasnych wewnetrznych przepiséw, autoklawowac lub spali¢.

Puste papierowe opakowania nalezy przekaza¢ do recyklingu.

Literatura:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org

(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org

(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Data rewizji: 3.4. 2018

UZYTE SYMBOLE

Numer Katalogowy

LOT

Urzadzenie
Diagnostyczne in Vitro

I:Iﬂ Patrz: Instrukcja Uzycia

_/ﬂ/- Temperatury Graniczne

u Producent

Numer Partii g Termin Waznosci

Erba Lachema s.r.o0., Karasek 2219/1d, 621 00 Brno, CZ
e-mail: diagnostics@erbamannheim.com, www.erbalachema.com

M-MIC/P1/02/18/K



10020296

MIKROLATEST®

C€ [vo CEHCWNATECT T-II (MIK) ¢

Howmep B kaTanore Ne MLT00045 Ona MUKPOGUONOrMYEeCKUX nccregoBaHum
Habop npegHasHayeH ans onpegenexns YyBCTBUTENbHOCTU GakTepuii ceM. Enterobacteriaceae k aHTubakTepranbHbIM NpenapaTtam Ha ocHoBaHuu onpeaenenus MIMK (MyuHrmansHon
noAaBnsiloLEeN KOHLUEHTpaumMmn), T. €. HauMeHbLUEN KOHLEeHTpauuu, koTopasi nofjaensieT GakTepuanbHbI pOCT. YnakoBka paccuMTaHa Ha onpepeneHue 4vyscTBuTernibHocTu 10
GakTepuanbHbIx KynbtTyp (10 nnaHweToB). MeToauka ocHOBaHa Ha permapaTtaumn aHTUBMoTuka B NMyHkax nnaHweTa ¢ noMolbio 6ynboHa Mionnep-XuHToH Il u BHECeHUN B nyHKu
nnaHwerta GakTepuanbHOW KynbTypbl. Pesynbrathl onpefeneHust YyBCTBUTENBHOCTY YUUTBLIBAKOT BU3yanbHO MMM C UCMONb30BaHMEM aBTOMAaTUYECKOro aHanusaTtopa-puaepa yepes
16 — 20 yacoB MHKy6aumn. SToT Habop NpeaHasHayeH Ans onpeaeneHns YyBCTBUTENBLHOCTU B OTHOLLIEHUN aHTMBUOTUKOB, NCMOMb3yeMbIX AN NEYEHNS THKENbIX XU3HEYrpoXKatoLLmnX
VHEeKUMIN, B 0COBEHHOCTH, Y FOCNUTaNU3UPOBaHHbIX NALMEHTOB. AHTUBMOTUKN ANs MeHee CepbE3HbIX UHMEKLMIA BKNoYeHbl B cocTas nnaHwwera MIC G-I

Ynakoeka codepxum:

* 10 nnaHWeTOB ANS ONpeaeneHnst YyBCTBUTENbHOCTU

*  KpbllwKy (He cTepunbHas)

¢ 10 WT. NONM3ITUNEHOBBIX NMAKETUKOB

XpaHeHue u cpok 200HOCMU:

PekomeHayeTcs XpaHuTb ynakoBky npu Temnepatype ot (+2 - +25) °C. Cpok rogHOCTW ykasaH Ha HAMBWAYanbHOWM antoMUHUEBO YNakoBKe Kaxaoro nrnaHLeTa.

BHumanue! MonagaHve B NyHKU NnaHweTa Bnaru Bo3Ayxa Uin KOHAeHcaTa MOXeT NPUBECTM K NOTepe akTUBHOCTU aHTMOMOTUKOB M NOXHbLIM pe3ynbratam TecTa!!!

* [na npedoTBpalleHns NonagaHus KOHAEeHcaTa B NyHKW NnaHwera HeobGXOAMMO BCKPbIBaTb WHAMBWMAYanbHYH ynakoBKy crycTsi He meHee 30 MUHYT eé npebbiBaHus npu
KOMHaTHOM Temneparype!

«  [locne BCKpbITUS MHAMBUAYATbHOWM antoMUHUEBOW YNaKoBKN He OCTaBIsThb MaHLLET OTKPbITHIM A NPeAoTBPALLEHNS YBNaXHEHNUS U KOHTaMUHALMK TyHOK!

PacxodHble Mamepuasnbl Heo6x00uMble Onisl 8bIMOSIHEHUS Uccied08aHuUsl, He 8KJ104YEHHbIe 8 YNaKoB8KY:

*  CTepunbHbIi husmonormyeckuin pacteop (HebydepraoBaHHbIN)

*  Mionnep-XuHToHa 6ynboH |l ¢ perynupyembiM KaTMOHHBIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHanoHHas cpeaa MIC Homep B katanore Ne MLT00070)

«  OraHon

«  CrepunbHble npobupku

*  WHokynsitop Erba Dip Homep B katanore Ne 50004456

«  CrepunbHble Yalwuku Metpu

*  CrepunbHble émkocTv 60 mn Homep B kaTanore Ne 50004457

«  Crtennep unu MHorokaHanobHas nunetka 4o 100 mkn

* lwunetka c anana3oHom Ao3npoBaHns 60 — 100 mkn

«  [Jencutometp (Hanp.: JeHcu-Jla-Metp |l Homep B katanore Ne INS00062)

+ Tepmocrart, 35+2 °C

« CraHpapTHoe ocHalleHue GakTepuonoruyeckorn nabopartopuu (NeTnu, Mapkep, ropenka u T. a.)

BHumaHue: Ha6op npedHa3Ha4yeH MOJILKO Osisi NpogheccuoHasIbHO20 ucnons3oeaHus! CobnioaanTe npaBuna pa6oTbl ¢ UHPULMPOBaHHBLIM MaTepuanom!

UHCcmpykyusi no npuMeHeHuro
lMpuzomoenexnue 6akmepuanbHOU CycrneH3uu U UHOKYNAyusi (pekomeHdayuu o npoyedype):
A. WHOKynsuus nnaHwieTa ¢ MCNoNb30BaHUEM MHOKYNATOpa:
1) [ocTaHbTe NnaHLWeT U3 UHAMBUAYanNbHOW antOMUHUEBOW YNaKoBKW U yaanuTe antoMUHUEBOE NOKPbITUE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkMpoBKy o Tune nnaHieta (Hanp.: G-l) Ha pamky
NSt NpefoTBpaLLeHus oGOk Npy y4éTe peaynsTaToB nocne WHkybaumu. 3anvimte Ha nnaHwweTe HoMep uccrneayemon 6aktepuarnbHoi KynbTypbl. BHecute no 100 MK CyCrneH3VoHHOM
cpeqpl B KaXayto NyHKy nnaHLieta.
2) TMoparotoskTe NPo6UpKy ¢ 12 Mn duanonormyeckoro pacteopa. [lo6assre 100 Mk cycrneHsvioHHow cpeapbl MIC Ans yMeHbLUEHNUS MTOBEPXHOCTHOMO HaTSKEHUS!.
3) MMpuroToBbTe GakTepuanbHyio cycneHauio ¢ MyTHocTbio 0,5 no MakdapnaHay 13 HeCKOnbKUX KOMOHUI YMCToN 18-24 YacoBoOW KyNnbTypbl, BblpalleHHOW Ha KPOBAHOM arape.
Bornee Bbicokasi NNIOTHOCTb GakTepuarnbHO CyCrneH3un SIBMSIETCS MeHbLLE oumbKol, YeMm HepocTaTouHast (MeHee 0,5 no MakdapnaHnay) nnoTHOCTb.
4) TepeHecuTe GakTepUanbHyHO CyCNEH3NI0 B CTEPUNbHYIO Yallky MeTpu.
5) Wcnonb3yiiTe cTepunbHbIV MHOKYNSITOP AMst MHOKYMNSILMM B MIIAHLLET: NMOrpy3unTe MHOKYNSTOP B Yallky [1eTpu ¢ aTaHorom 1 o6oxruTe B nnemMeHy ropenku. 3atem oxnaauTe MHOKYISTOp.
MorpyauTe nHokynatop B yallky Metpu ¢ GaktepuanbHomn cycrneHsvein. ToHkas nnéHoyka 6akTepuanbHoW CycneH3nn aareaupyeTcsl Ha NoBepXHOCTU METanIMYecKX Urn MHOKynsTopa.
MepeHecnTe MHOKYMIOM Ha MOMOBUHY NMaHLLETa ¢ yxxe Ao6aBnNeHHON CyCNEH3VOHHOW CPEAOoiA, MOrpy3uTe UMbl B NYHKW U akKypaTHO cmeluanTe. BeinonHute Takyto xe npoueaypy Ans
BTOPOW MOMOBWHbI NNAHLLETA.
B. WHokynsiuus nnaHweTa c UCNONb30BaHMEM NMUNETKU:
1) TMoaroTtoBsTe NPOBUPKY C 2 MM PU3NONOrMHYECKOro pacTBopa.
2) TMpurotoBbTe HGakTepuanbHyto CycneHauno ¢ MyTHOCTbIO 0,5 no MakdPapnaHay U3 HECKOMbKUX KOMOHUI YncToin 18-24 YacoBoii KynbTypbl, BbIpALLEHHON Ha KPOBSIHOM arape.
3) Momectute 60 mMkn BakTepuanbHON cycneHsumn B npobupky ¢ 13 mn cycneHavoHHol cpegbl MIC, TwatensHo nepemMeLuaiTe.
4) [ocTaHbTe NNaHWeT U3 MHAMBUAYarbHOW antoMUHUEBOW YNakoBKU U yaanuTe antoMUHWEBOE MOKPbLITUE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkupoBky o Tune nnaHwerta (Hanp.: G-1) Ha
pamKy Ans NpeaoTBpaLLeHWst OLIMBOK Npy y4éTe pesynsTaTos nocne nHkybaumu. 3anuumTe Ha NnaHweTe HomMep uccneayemon 6akTepuansHON KynsTypbl. VIHOKYNMPYTE B KaXayto NyHKY
nnaHwwera no 100 mkn 6akTepuanbHOM CyCrieH3vn, NPUrOTOBNEHHON B CycneH3noHHol cpeae MIC.
lMpumeyvaHue: O6paboTaiiTe AMCK B TedeHne 60 MUHYT nocne BbIHUMaHWA U3 MeLLKa.
WHKy6ayus:  omecTuTe nnaHLWeT C BHECEHHOW B Hero GakTepuarnbHOW CycreH3vein B MONWITUMEHOBLIM MakeTuk. ModorHUTe OTKPBITHIM Kpai maketa Moa nnaHweT Ans
npefoTBpaLLeHnst ucnapeHusi Bo BpeMs MHKybaumn. NHkybupyinte nnaHwet B TepmocTate npu 3542 °C 16 — 20 Yyacos.
Yyem pesynbmamoe: [locTaHbTe NnaHLWeT U3 NoNM3aTUNEHOBOrO NakeTuka. [ns yuéta pesynstaTtoB pocTa B MUKpONyHkax Bbibepute Hambonee nogxoaswmii Ans Bac cnoco6:
1) YuuTbiBanTe pe3ynsrat Ha TEMHOM (DOHE UK UCNONb3yWTe AN 3TOr0 MakeT MnaHLleTa, HaneyaTaHHbI B UHCTPYKLWN.
2) YuutbliBaliTe pe3ynbraThbl B MPOXOASLLMX Myvax eCTECTBEHHOMO UMW UCKYCCTBEHHOTO OCBELLEHUS!.
3) Wcnonb3oBaHue yBeENUYMTENLHOTO CTEKNA (Mynbl) HE peKOMEHAYETCS.
4) Vicnonb3yiTe aToMaTM3NpOBaHHbIE CUCTEMBI Y4ETa pe3ynbTaTos.
BHUMAHME: Hanuumne pocta B KOHTpornbHou nyHke (K) siBnsieTtcs Heo6xoAUMbIM yCrnoBUeM AN UHTepnpeTauun pe3ynksTaToB onpeaeneHus YyyBcTBuTensHoctu! Ecnu
POCT B KOHTPONbLHOM NyHKe OTCYTCTBYET, TO pe3ynbTaThbl TECTa He MOryT 6bITb MHTEPNPETMPOBaHbI!
MMK cuvTaeTca Ta HaMMeHbLUas KOHLEHTPauus aHTMOMOTHKA, NPM KOTOPOW B JyHKe OTCYTCTBYET BUAMMbLIA POCT BakTepuanbHOW KynbTypbl. cknioyeHnem sBnsetca
TecTupoBaHue. ByabTe BHMMaTenbHbI NPU OLEHKE pe3ynLTaToB: pa3nuyanTe 3ePHUCTLIN POCT 6akTepuanbHOW KynbTYPbl U My3bIPbKU CYCMEH3MOHHOW cpeabl. 3anuiuTe
pesynbrarhbl.
Ta6bnuua 1: MakeT nnaHweTa: cepuiHbie pa3BeAeHUsi aHTUOMOTUKOB (Mr/n)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64  64/4 4 8 32 3216 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0,5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0,25 1 2 1
E 8 8/4 0,5 1 4 4/2 1 1 0,12 0,5 1 0,5
F 4 44 025 05 2 21 0,5 0,5 006 025 05 0,25
G 2 2/4 012 0,25 1 10,5 0,25 0,25 003 0,12 0,25 0,12

H 1 174 0,06 012 05 05025 012 0,12 0015 0,06 0,12 K
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Ta6nuua 2: KnuHnyeckue kputepum oueHku MMK (mr/n) pna Enterobacteriaceae

EUCAST CLSI
A YyBCcTBUTENbHbIN YmepenHo- . Pe3ucteHTHbIN | YyBCTBUTENbHbIN YmepenHo- o Pe3ncTeHTHbIN
HTUOUOTUKU AGOp. s PE3NCTEHTHbIN R S Pe3nNCTEHTHbIN R
| |
Piperacillin PIP <8 16 =32 <16 32-64 2128
Piperacillin / tazobactam PIT <8/4 16/4 232/4 <16/4 32/4-64/4 2128/4
Cefotaxime CTX <1 2 24 <1 2 24
Ceftazidime CAZ <1 2-4 =8 <4 8 216
Cefoperazone CPz <16 32 264
Cefoperazone / sulbactam CPS
Cefepime CEP <1 2-4 28 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem MER <2 4-8 216 <1 2 24
Ertapenem ERT <0,5 1 22 <0,5 1 =2
Tigecycline TGC <1 2 24
Netilmicin NET <2 4 28 <8 16 232
Tobramycin TOB <2 4 =8 <4 8 216

WHTepnpeTauusa pe3ynsraToB:

Bce nsyvaemble 6akTepuanbHble KynbTypbl MO OTHOLWEHUIO K TECTUPYEMbIM aHTUGUOTUKAM pa3AenstoT Ha Kateropun YyBcTBUTENbHbIN (S), YMepeHHO-pe3UCTEHTHbIN
(1), PeanctenTHbIn (R) Ha ocHoBaHuM AaHHbIx o MMK. PasgeneHune Ha kateropumn 6a3mpytorca Ha kputepusix EUCAST (European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing — EBponeickuit KOMUTET NO TECTUPOBAHUIO AaHTUMUKPOGHOW YyBCTBUTENbHOCTH): Tabnuua norpaHMYHbLIX 3HAYE€HUW ANA UHTepnpeTauun AadHbIx MMK n
AnameTpoB 30H (1) unu CLSI pokymenta M100 (2).

PesuncteHTHOCTB K LledpoTakcumy 1 LedTasnanmMy ykasblBaeT Ha npoaykumio 6eTa-naktamas paclumpeHHoro cnektpa (ESBL/BJTIPC). MeponeHem v apTaneHemM pekoMeHA0BaHb! A4S
CKpPUHWHIa npoaykumun kap6aneHemas. TecTbl ANs NOATBEPXAEHUS peKOMeHAYeTCs BbINONHATL cornacHo EUCAST-pykoBOACTBY NO onpeAereHnio MeXaHn3MoB Pe3UCTEHTHOCTH,
VX KIMMHUYECKOro 1 anuaemuonoruyeckoro 3Havenns (3) nnu CLSI gokymeHT M100 (2).

[pyrue Kputepun MHTEpnpeTaummn AOoMKHbI 6bITb OCHOBaHbLI Ha HaUMOHanbHbIX 1 nabopaTtopHbix cTaHaapTtax, Hanpumep: EUCAST Expert rules (4); CLSI Performance standards
for antimicrobial susceptibility testing CLSI M100 (2) n MO7 (5). NMpu HeobxoaMMOCTH creayeT NPUHATL BO BHUMaHWE NpW MHTeprnpeTauum pesynstaTtos crnefyoLwme napameTpbl:
Bua GakTepuid, TN Guomatepuana, oco6eHHOCTU aHaMHe3a nauueHTa, a Takke pesynbTaTbl JOMNONHUTENbHbLIX UCCNEA0BaHWA.

KoHmponb kayecmea:
[na BHyTpeHHero nabopaTopHOro KOHTPOIS Ka4ecTBa PeKOMEHAYIOTCS cneayoLye WwraMmel (cM. Tabn.). Mpu oueHke pesynstraToB ucnonbaynte ctaHgapTel EUCAST unmn CLSI.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MK (mr/n)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-4/4 0,03-0,12 0,06-0,5 0,12-0,5 0,12-0,5 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,25-1

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MK (mr/n)
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 2-8 2-8 0,5-4 0,25-1 2-8 - 0,5-8 0,25-1

CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MK (mr/n)

PIP PIT ) )
> 64 0,5/4-2/4

* B ctaHpaptax EUCAST unu CLSI HeT AaHHbIX AN KOHTPOMbHbIX LUTAMMOB, NPUBEAEHb! AaHHbIe AN KOHTPOMbHbIX LWTAaMMOB, Ucnonb3yemble B Erba Lachema s.r.o.
CCM — Czech Collection of Microorganisms / Yewuckas Konnekuus Mukpo6os, Masaryk University, Faculty of Science, Kamenice 5, building A25, 625 00 Brno, CZ.

Tel. +420 549 491 430, Fax +420 549 498 289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz

'NCK, locynapcTBeHHbIn HAW ctaHgapTv3aumm n KOHTpons MeauumMHCkux Buonorudeckux npenapatos um. J1. A. Tapaceuya, . Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19

OxpaHa 300poebs:

Habop peareHTOB He OTHOCUTCS K KaTeropum onacHbIX.

Ymunu3sayus ucnosnb3c 020 puana:
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MIKROLATEST®

(3 MIC G-Il )

Kat. ¢.: MLT00045 Pre mikrobiolégu
Suprava je urena na stanovenie citlivosti k antibiotikdm baktérii ¢eladi Enterobacteriaceae na zaklade determinacie MIC (minimalna inhibiéna koncentracia), tzn. najnizSej
koncentracie, ktora zabrani viditelnému rastu baktérii. Obsahuje 10 stanoveni.

Principom testu je rehydratacia antibiotik v jamkach pomocou Mueller Hinton Il bujonu a pridania bakterialnej suspenzie. Po 16 — 20 hodinovej inkubacii su vysledky od¢itané
vizualne alebo readrom. Tato stprava je uréena na testovanie citlivosti k antibiotikdm uréenych na lie€bu zavaznych infekcii hlavne u hospitalizovanych pacientov. Antibiotika
na menej vazne infekcie su zahrnuta v suprave MIC G-I.

Sdprava obsahuje:

« 10 vySetrovacich dosticiek

* 1 viecko

* 10 ks PE sackov

Skladovanie a expirdcia supravy:

Skladovanie sa doporucuije pri (+2 az +25) °C, expiracia je vyznac¢ena na obale. Po vybrani z chladni¢ky nechajte dosti¢ky temperovat pri izbovej teplote minimalne po dobu
30 minut, aby sa zamedzilo kondenzacii vody. Po otvoreni hlinikového obalu a odstraneni félie nenechavajte uz otvorené dosti¢ky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohrozuje
funkénost antibiotik !!!

Potreby pre prdacu so supravou, ktoré nie st sucast'ou supravy:

«  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

*  Mueller Hinton bujon Il adjustovany na kationy (napr. suspenzné médium MIC kat. &. MLT00070)

« Etanol

»  Sterilné skumavky

» Inokulator Erba Dip kat. €. 50004456

»  Sterilné Petriho misky

»  Sterilné vani¢ky 60 ml kat. ¢. 50004457

» Krokovacia pipeta na 100 pl alebo multikanalova pipeta 100 pl

* Pipetana 60 -100 pl

» Denzitometer (napr. Densi-La-Meter Il kat. €. INS00062)

* Inkubator 352 °C

« Bezné laboratérne vybavenie (klucky, popisovace, kahan, atd.)

Upozornenie: Suprava je uréena iba na profesionalne pouzitie. Dodrzujte zasady pre pracu s infekénym materiadlom !

i o o - Pracovny postup
Priprava bakteridlnej suspenzie a inokuldcia:

A) Inokulacia inokulatorom:

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrante féliu. Oznacte dosticku typom supravy (G-Il). Zaznamenaijte Eislo vySetrovanej kultiry na prislu$nu dosticku.
Rozpipetujte do vSetkych jamiek dosticky po 100 pl suspezného média MIC.

2) Pripravte skimavku s 12 ml fyziologického roztoku. Pridajte 100 pl suspenzného média MIC aby sa zniZilo povrchové napatie inokula.

3) Z 18 — 24 hodinovej kultdry na krvnom agare zoberte niekolko kolénii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5 McFarland.

4) Tuto suspenziu viejte do sterilnej Petriho misky.

5) Inokulujte rozplnenu dosticku pomocou sterilného inokulatora: inokulator namocéte v Petriho miske s etanolom a opalte nad plameriom. Vychladnuty inokulator namocte
v Petriho miske s bakterialnou suspenziou. Preneste inokulum do 1. polovi¢ky dosticky jemnym kriZenim v jamkach. Znova namocte inokulator v Petriho miske s bakteri-
alnou suspenziou a opakujte inokulaciu 2. polovi¢ky dosticky.

B) Inokulacia pipetou:

1) Pripravte skimavku s 2 ml fyziologického roztoku.

2) Z 18 — 24 hodinovej kultdry na krvnom agare zoberte niekolko kolonii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5 McFarland.

3) Z bakterialnej suspenzie vo fyziologickom roztoku preneste 60 pl do skimavky s 13 ml suspenzného média MIC a dobre homogenizujte.

4) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrarite féliu. Oznacte dosticku typom supravy (G-ll). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultdry na prislu$nu dosticku. Roz-
plrite suspenzné médium MIC s inokulom po 100 ul do kazdej jamky dosticky.

Poznamka: Dosti¢ku spracujte do 60 minut po vybrati z aluminiového sacku.

Inkubdcia:

Nainokulovanu dosti¢ku vioZte do PE sacku, ktorého okraje zahnete pod dosti¢ku tak, aby nedochadzalo k vysychaniu inokula.

Dosticku vlozte do termostatu 35+2 °C na 16-20 hod.

Vyhodnotenie:

Dosticku vyberte z PE sac¢ku. Na odgitanie narastu v jamkach zvolte sposob, ktory je pre Vas najoptimalne;jsi:

1) Odcitajte oproti Sedému pozadiu alebo oproti tabulke dosticky v navode.

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Pouzitie lupy sa nedoporucuje.

4) Odcitajte pomocou readeru a identifikacného softwaru.

Prosim venujte pozornost’:

V jamke s kontrolou rastu musite vidie narast! Ak narast nie je, test NEMOZNO HODNOTIT! Ako MIC je hodnotena jamka s najniz§ou koncentraciou antibiotika,
ktora zamedzi okom viditeFnému rastu baktérii. OdliSte zrnenie od pripadnych bublin! Vysledky zaznamenajte.

Tab. 1: RozlozZenie antibiotik a ich koncentraénych radov na dosti¢ke (v mg/l)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PIP PIT CTX CAZ CPZ CPS CEP MER ERT TGC NET TOB

A 128 128/4 8 16 64 64/32 16 16 2 8 16 8
B 64 64/4 4 8 32  32/16 8 8 1 4 8 4
C 32 32/4 2 4 16 16/8 4 4 0,5 2 4 2
D 16 16/4 1 2 8 8/4 2 2 0,25 1 2 1
E 8 8/4 0,5 1 4 4/2 1 1 0,12 0,5 1 0,5
F 4 44 025 05 2 21 0,5 0,5 006 025 05 0,25
G 2 2/4 012 0,25 1 10,5 0,25 0,25 003 0,12 0,25 0,12

H 1 174 0,06 012 05 05025 012 012 0015 0,06 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pre Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI
Antibiotikum Skratka c"g"y mér;t:Z:ny R"Zisl;e"t"y c"g"y m::it::arrny ReZisth"t""’
Piperacilin PIP <8 16 232 <16 32-64 2128
Piperacilin / tazobaktam PIT <8/4 16/4 232/4 <16/4 32/4-64/4 >128/4
Cefotaxim CTX <1 2 24 <1 2 24
Ceftazidim CAZ <1 2-4 =8 <4 8 216
Cefoperazon CPz <16 32 264
Cefoperazon / sulbaktam CPS
Cefepim CEP <1 24 =8 <2 4-8 (SDD) 216
Meropenem MER <2 4-8 216 <1 2 24
Ertapenem ERT <0,5 1 22 <0,5 1 22
Tigecyklin TGC <1 2 24
Netilmicin NET <2 4 =8 <8 16 232
Tobramycin TOB <2 4 =8 <4 8 216

Poznamky k interpretaciam:

PodFa stanovenej MIC sa testovany kmen radi do kategorie citlivy — intermediarny - rezistentny k danému antibiotiku na zaklade aktualnych interpretaénych
tabuliek EUCAST (1) alebo podla CLSI dokumentu M100 (2). Kategodria SDD je definovana pre Enterobacteriaceae ako citliva v zavislosti na davke (davkova-
nie vedie ku zvy$enej expozicii cefepimom).

Rezistencia k CTX a CAZ indikuje ESBL produkciu. MER a ERT su doporu¢ované na skrining produkcie karbapenemaz. Konfirmacéné testy sa vykonavaju podla
doporucenia EUCAST (3) alebo CLSI dokumentu M100 (2).

V zavislosti od narodnych alebo laboratérnych Standard je mozné pouzit dalSie interpretacné kritéria, napr. EUCAST Expert rules in antimicrobial suceptibility testing (4),
alebo CLSI dokumenty M100 (2) a M07 (5). Pri interpretacii vysledkov je potrebné zohladnit druhovu identifikaciu kmena, pévod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne
vysledky doplriujucich testov.

Kontrola kvality:

Na kontrolu kvality supravy doporu€ujeme nizSie uvedené kontrolné kmene. Pri vyhodnoteni vysledkov testovania kontrolnymi kmerimi sa riadte aktualnym Standardom
EUCAST alebo CLSI.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ cPz cPs* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-4 1/4-4/4 0,03-0,12 | 006-05 | 01205 | 01205 | 0,015-0,12 | 0,008-0,06 |0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5-1 0,25-1

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
PIP PIT CTX CAZ cPz cPs* CEP MER ERT TGC NET TOB
1-8 1/4-8/4 8-32 1-4 28 2-8 0,5-4 0,25-1 2-8 - 0,58 0,25-1

CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)

PIP PIT
> 64 0,5/4-2/4

* pre toto ATB kontrolné hodnoty v EUCAST alebo CLSI nie su uvedené, hodnoty boli stanovené internym testovanim v Erba Lachema s.r.o.
ATCC — American Type Culture Collection
CCM — Ceska sbirka mikroorganismu, Masarykova univerzita, pfirodovédecka fakulta, Kamenice 5, budova A25, 625 00 Brno, Tel: 549 491 430, Fax: 549 498 289
http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz
Ochrana zdravia:
Komponenty supravy nie su klasifikované ako nebezpecné.
Likvidacia pouZitého materialu:
Po pouziti vioZte dosticku do nadoby pre infekény materidl a likvidujte podfa vlastnych internych predpisov, autoklavujte alebo znicte spalenim.
Prazdne papierové obaly sa odovzdaju do zberu na recyklaciu.
Literatdra:
(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org
(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org
(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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