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MIKROLATEST®

C€ MIC STAPHY D

Kat. ¢.: MLT00047 Pro mikrobiologii
viditelnému rustu 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.

Souprava obsahuje:

« 10 vySetfovacich desek

« 1 vicko (nesterilni)

* 10 ks PE sacki

Skladovani a exspirace soupravy:

Skladovani je doporuéeno 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 folie nenechavejte jiz oteviené desticky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohrozuje funkénost
antibiotik!!!

Potreby pro praci se soupravou, které nejsou soucdasti soupravy:

«  Sterilni nepufrovany fyziologicky roztok

* Mueller Hinton bujon Il adjustovany na kationty (nap¥. suspenzni médium MIC kat. &. MLT00070)

« Etanol

«  Sterilni zkumavky

« Inokulator ErbaDip kat. €. 50004456

«  Sterilni Petriho misky

«  Sterilni vanicky 60 ml kat. ¢. 50004457

« Krokovaci pipeta na 100 pl nebo multikanalova pipeta 100 pl

« Pipeta na 60-200 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!

. I ; Pracovni postup
Priprava bakterialni suspenze a inokulace:

A) Inokulace inokulatorem

1) Vyjméte desticku z hlinikového obalu a sejméte folii. Oznacte desticku typem soupravy (STAPHY) a zaznamenejte Cislo vySetfované kultury. Rozpipetujte do v§ech
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 setfete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5 -1 McFarland.

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

5) Inokulujte rozpinénou 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 opakuijte inokulaci 2. poloviny desticky.

B) Inokulace pipetou

1) Pfipravte zkumavku s 2 ml fyziologického roztoku.

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

3) Preneste 120 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 (STAPHY) a zaznamenejte Cislo vySetfované kultury. Rozplrite suspenzni médium MIC s
inokulem po 100 pl do kazdé jamky.

Poznamka: Desticku zpracujte do 60 minut po vyjmuti ze sacku.

Inkubace:

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

Destic¢ku vlioZte do termostatu 35+2 °C na 16-20 hod. Rezistence stafylokokl k cefoxitinu (MRS) muze byt Iépe detekovatelna pfi kultivaci do 35°C. Desticka je inkubovana
24 hodin pro hodnoceni vankomycinu.

Vyhodnoceni:

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

1) Odecitejte proti Sedému pozadi nebo proti tabulce desti¢ky v navodu.

2) Odecitejte proti pfirozenému nebo umélému rozptylenému svételnému zdroji.

3) Pouziti lupy neni doporu¢ovano.

4) Odecitejte s pomoci readeru a identifikacniho softwaru.

Prosim vénujte pozornost:

o 2 80% v porovnani s jamkou pro kontrolu ristu. Odliste zrnéni od pfipadnych bublin! Vysledky zaznamenejte.
Tab. 1: Rozlozeni antibiotik a jejich koncentraénich fad v mg/l na desti¢ce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PEN COX ERY CLI LIZ CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT

A 4 16 8 4 16 32 8 8 476 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2/38 8 8 64
C 1 4 2 1 4 8 2 2 119 4 4 32
D 0,5 2 1 0,5 2 4 1 1 0595 2 2 16
E 0,25 1 0,5 0,25 1 2 0,5 0,5 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 0,5 1 0,25 0,25 012238 0,5 0,5 4
G 0,06 025 012 006 025 05 0,12 0,12 006119 0,25 0,25 2
H 0,03 012 0,06 003 012 025 0,06 0,06 00306 0,12 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro stafylokoky

EUCAST CLSI
Citlivy Inter- Rezistentni |  Citlivy Inter- Rezistentni
Antibiotikum Zkratka y mediarni y mediarni
S I R S I R
_— <0,12 20,25
Penicilin PEN SA, Slug SA, Slug <0,12 20,25
Cefoxiti COX <4 28 <4 =8
efoxitin (screen) SA, Slug, Ssap SA, Slug, Ssap| SA, Slug SA, Slug
Erytromycin ERY <1 2 24 <0,5 1-4 28
Klindamycin CLI <0,25 0,5 >1 <0,5 1-2 >4
Linezolid LIZ <4 =8 <4 >8
Chloramfenikol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracyklin TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <1 22 <1 2 24
Trimetoprim / sulfametoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
Gentamici GEN <1 22 <4 8 216
entamicin SA, Koa neg SA, Koa neg B B
Vankomvain VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
y <4 Koa neg 28 Koa neg <4 Koa neg | 8-16 Koa neg | =32 Koa neg
Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

SA - Staphylococus aureus, Slug - Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus

Koa neg — koagulaza negativni stafylokoky

Poznamky k interpretacim:

Dle stanovené MIC se testovany kmen fadi do kategorie citlivy — intermediarni - rezistentni k danému antibiotiku na zakladé aktualnich interpretac¢nich tabulek
EUCAST (1) nebo dle CLSI dokumentu M100 (2).

Penicilin: vétsina stafylokoku (s vyjimkou S. saprophyticus) jsou producenti beta-laktamaz. Pokud je MIC <0,12 mg/l, ovéfte citlivost diskem s benzylpenicilinem.
Cefoxitin: rezistence indikuje MRSA. Dal$i konfirmacni testy se provadi dle doporu¢eni EUCAST (3) nebo CLSI dokumentu M100 (2).

Klindamycin: v pfipadé soucasné rezistence na erytromycin a citlivosti na klindamycin (nebo klindamycin intermediarni) je nutno stanovit indukci rezistence ke klin-
damycinu pomoci testu antagonizmu mezi klindamycinem a makrolidem. Neni-li potvrzena, je kmen ke klindamycinu citlivy. Pokud je potvrzena, kmen se hlasi jako
rezistentni s komentarem dle doporu¢eni EUCAST (1) nebo s komentafem dle doporuéeni CLSI (2).

Vankomycin: pokud je kmen rezistentni, mél by byt odeslan do referenéni laboratore. PFi detekci rezistence k vankomycinu postupujte dle doporu¢eni EUCAST (3) nebo
CLSI dokumentu M100 (2).

V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit dalsi interpreta¢ni kriteria, napf. EUCAST Expert rules (4) nebo CLSI dokumentu M100 (2) a M07
(5). Pri interpretaci vysledku je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, puvod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky doplfiujicich 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.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX ERY CLI Liz CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT
0,25-2 1-4 0,25-1 0,06-0,25 1-4 2-16 0,12-1 0,12-0,5 <0,5/9,5 0,12-1 0,5-2 8-32

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 nebezpecné.

Likvidace pouZitého materidlu:

Po pouziti vlozte desti¢ku do nadoby pro infekéni materidl a likvidujte dle vlastnich internich pfedpistim, autoklavujte nebo zni¢te 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 M07. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute.

Datum revize: 15.5. 2018
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MIKROLATEST®
C¢€ MIC STAPHY D),

Cat. N.: MLT00047 For microbiology

The kit is designed to test antimicrobial susceptibility of staphylococci on the basis of MIC determination (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.

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 for a minimum of 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 |l cations adjusted (e.g. suspension medium MIC Cat. N. MLT00070)

« Ethanol

«  Sterile tubes

* Inoculator ErbaDip 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 60-200 pl

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

* Incubator 35+2 °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 (STAPHY) 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 sterile 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 -1,0 on McFarland scale in physiological solution.
4) Pour the bacterial suspension into a sterile Petri dish for inoculation.
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 120 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 (STAPHY)) to avoid mistake in reading results after
incubation. 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°C for 16 — 20
hours. Staphylococci resistance to cefoxitin (MRS) may be better detected when incubated at 35°C or below. The plate is incubated for 24 hours before vancomycin is read.
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. Exeption: With Trimethoprim/sulfamethoxazole, a well with = 80% growth inhibition compared to
the growth control is considered as MIC. Beware to differentiate grains of growth from media bubbles. Record the resulits.

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

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PEN COX ERY CLI LIZ CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT

A 4 16 8 4 16 32 8 8 476 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2/38 8 8 64
C 1 4 2 1 4 8 2 2 119 4 4 32
D 0.5 2 1 0.5 2 4 1 1 0595 2 2 16
E 0.25 1 0.5 0.25 1 2 0.5 0.5 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 0.5 1 0.25 0.25 012238 0.5 0.5 4
G 0.06 025 012 0.06 025 05 0.12 0.12 006119 0.25 0.25 2
H 0.03 012 0.06 0.03 012 025 0.06 0.06 0.03/06 0.12 0.12 K
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Tab 2: Clinical MIC breakpoints (in mg/l) for staphylococci

EUCAST CLsSI
Antibiotics Abbr. Sensitive Intermediate Resistent Sensitive Intermediate Resistent
S | R S | R
— <0.12 20.25
Penicillin PEN SA, Slug SA, Slug <0.12 20.25
Cefoxiti CcOX <4 =8 <4 28
efoxitin (screen) SA, Slug, Ssap SA, Slug, Ssap| SA, Slug SA, Slug
Erythromycin ERY <1 2 24 <0.5 1-4 =8
Clindamycin CLI <0.25 0.5 21 <0.5 1-2 24
Linezolid LIz <4 28 <4 28
Chloramphenicol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracycline TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <1 22 <1 2 24
Trimethoprim / sulfamethoxazole T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
Gentamici GEN =1 22 <4 8 216
entamicin SA, Coa neg SA, Coa neg B B
Vankomvein VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
Y <4 Coa neg 28 Coa neg <4 Coaneg | 8-16 Coaneg | 232 Coa neg
Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

SA - Staphylococus aureus, Slug - Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus
Coa neg — coagulase negative staphylococci

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 (1) or according to CLSI document M100 (2).

Penicillin: most staphylococci are beta-lactamase producers (with exception of S. saprophyticus). If <0.12 mg/l, verify susceptibility with a benzylpenicillin disc.

Cefoxitin: resistance indicates MRSA. Further confirmation tests are recommended according to EUCAST guidelines (3) or CLSI document M100 (2).

Clindamycin: if resistant to erythromycin and sensitive to clindamycin (or clindamycin intermediate) determine induction of resistance to clindamycin by testing antagonism
of clindamycin activity by a macrolide agent. If not detected, then report as susceptible to clindamycin. If detected, then report as resistant with a comment according to the
recommendation of EUCAST (1) or according to CLSI document M100 (2).

Vancomycin: if resistant the strain should be referred to a reference laboratory. Follow the recommendations of EUCAST (3) or CLSI (2).

Other interpretative criteria can be used depending on national and laboratory standards, e.g. EUCAST Expert rules (4) or CLSI documents M100 (2) and MO7(5). It is
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.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX
0.25-2 1-4

ERY
0.25-1

CLI Liz
0.06-0.25 1-4

CMP
2-16

TET
0.12-1

CIP
0.12-0.5

T/S
<0.5/9.5

GEN
0.12-1

VAN
0.5-2

NFT
8-32

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 Insti-
tute.

Date of revision: 15.5. 2018
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MIKROLATEST®
C€ MIC STAPHY

Nr kat. MLT00047 Do celéw mikrobiologicznych
Zestaw przeznaczony jest do oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki gronkowcéw na podstawie okreslenia MIC (minimalnego stezenia hamujacego), tzn. najnizszego stezenia, ktére zaha-
muje widoczny wzrost bakterii. Zestaw umozliwia przeprowadzenie 10 badan. Test oparty jest na zasadzie ponownego nawodnienia antybiotykdw w studzienkach za pomocg Mueller Hinton
Il bulionu i dodaniu zawiesiny bakterii. Po 16-20 godzinach inkubacji wyniki odczytywane sa wizualnie lub za pomocg czytnika.

Zestaw zawiera:

« 10 ptytek testowych

« 1 niesterylne pokrywe

« 10 szt. PE torebek

Przechowywanie i data waznosci zestawu:

Zestaw zaleca sig przechowywac¢ w temperaturze +2 do +25 °C. Termin waznoéci podany jest na kazdym opakowaniu. Po wyjeciu z lodéwki nalezy ptytki pozostawi¢ w temperaturze pokojo-
wej 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 pozostawia¢
raz otwartg ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu zagraza prawidtowej funkcji antybiotykow !!!

Materiaty potrzebne do pracy z zestawem, ktére nie wchodza w skfad zestawu:

*  Roztwdr sterylnej soli fizjologicznej (niebuforowanej)

«  Mueller Hinton bulion Il dostosowany do kationéw (np. No$nik zawiesiny MIC nr kat. MLT00070)

« Etanol

«  Probodwki sterylne

* Inokulator ErbaDip nr kat. 50004456

«  Sterylne plytki Petriego

«  Sterylne wanienki 60 ml nr kat. 50004457

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

«  Pipeta na 60-200 pl

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

« Cieplarka 352 °C

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

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

Sposoéb postepowania

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej oraz inokulacja:
A) Inokulacja za posrednictwem inokulatora

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

2) Przygotowa¢ probéwke z 12 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej). Podczas inokulacji doda¢ 100 pl nosnika zawiesiny MIC, Zzeby zmniejszy¢ napigcie
powierzchniowe inokulum

3) Z 18— 24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobrac¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesine bakteryjng o gestosci 0,5-1 McFarland.

4) Tak przygotowang zawiesine wla¢ na sterylng ptytke Petriego

5) Inokulowa¢ napetniong ptytke za pomocg sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w ptytce Petriego z etanolem i wyzarzy¢ nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzy¢ w plytce
Petriego z zawiesing bakteryjng. Przenie$¢ inokulum do pierwszej potowy ptytki delikatnym krazeniem inokulatora w studzienkach. Ponownie nawilzy¢ inokulator w ptytce Petriego i
powtdrzy¢ 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 pobrac¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesine bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland.

3) Przenies¢ 120 pl z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej do probdwki z 13 ml nosnika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowac.

4) Wyja¢ plytke z aluminiowego opakowania i zdjg¢ ochronng folie aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulacji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (STAPHY), opisa¢
numery badanych kultur. Pipetowa¢ do wszystkich studzienek po 100 pl nosnika zawiesiny MIC z inokulum.

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

Inkubacja:

Ptytke po inokulacji wiozy¢ do PE torebki, zagia¢ otwarty brzeg torebki pod ptytke, aby zapobiec wysychaniu inokulum. Ptytke wiozy¢ do cieplarki w temp. 35+2 °C na 16 — 20 godz.
Oporno$c¢ gronkowcéw na cefoksytyne (MRS) mozna lepiej wykryé podczas hodowli do 35°C. Plytke nalezy inkubowa¢ przez 24 godziny dla oceny wankomycyny.

Ocena:

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

1/ odczyta¢ za pomocy 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 $wiatta.

4/ uzycie lupy nie zaleca sig

Prosimy o zwrécenie uwagi:

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

Jako MIC ocenia si¢ studzienke z najnizszym stezeniem antybiotyku, ktéra zahamuje okiem widoczny wzrost bakterii. Tylko w przypadku Trimetoprimu/sulfamethoxazolu
powinna by¢ MIC odczytywana przy najnizszym stezeniu, ktére hamuje wzrost ok. o 2 80% w poréwnaniu ze studzienka dla kontroli wzrostu. Nalezy odrézni¢ ziarnistos¢
od ewentualnych pecherzykéw powietra ! Wyniki wpisa¢ do formularza.

UWAGA: dla uzytkownikéw systemu Mikrola wraz z programem MIKROB ocene studzienki kontroli wzrostu przeprowadza program MIKROB automatycznie na podstawie
odczytu za pomoca czytnika.

Tab. 1: Rozktad antybiotykéw i ich stezen na ptytce w mg/l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PEN COX ERY CLI LIZ CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT

A 4 16 8 4 16 32 8 8 416 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2 8 8 64
c 1 4 2 1 4 8 2 2 1My 4 4 32
D 05 2 1 05 2 4 1 10505 2 2 16
E 025 1 05 025 1 2 05 05 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 05 1 025 025 012238 05 05 4
G 006 025 012 006 025 05 012 0,12 006419 025 025 2
H 0,03 012 006 003 012 025 006 006 00306 0,12 0,12 *ortroa
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Tab 2: Numeryczne wyrazenie MIC (mg/l) dla gronkowcow

EUCAST CLsSI
. Srednio- - Srednio-
Antybiotyk Skrét Wrazliwy wrazliwy Oporny Wrazliwy wrazliwy Oporny
S I R S I R
_ <0,12 20,25

Penicylina PEN SA Slug SA, Slug <0,12 20,25
Cefoksytyna COX <4 =8 =4 28

Yy SA, Slug, Ssap SA, Slug, Ssap| SA, Slug SA, Slug
Erytromycyna ERY <1 2 24 <0,5 1-4 28
Klindamycyna CLl <0,25 0,5 21 <0,5 1-2 24
Linezolid LIz <4 28 <4 28
Chloramfenikol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracyklina TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloksacyna CIP <1 22 <1 2 24
Trimetoprim / sulfamethoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
Gent GEN =1 22 <4 8 216

entamycyna SA, Koa neg SA, Koa neg B B
Vankomveyna VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
yey <4 Koa neg 28 Koa neg <4 Koa neg | 8-16 Koa neg | =32 Koa neg

Nitrofurantoina NFT <64 >128 <32 64 2128

SA - Staphylococus aureus, Slug - Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus

Koa neg — koagulazo ujemne gronkowce

Uwagi do interpretacji:

Wg oznaczonego MIC badany szczep przyporzadkowany jest do kategorii wrazliwy — sredniowrazliwy — oporny na dany antybiotyk na podstawie tabeli interpreta-
cyjnych EUCAST (1) tub na podstawie CLSI dokumenta M100 (2).

Penicylina: Wigkszo$¢ gronkowcow (z wyjatkiem S. saprophyticus) jest producentem R-laktamaz. W przypadku MIC <0,12 mg/l, wrazliwo$¢ nalezy sprawdzi¢ za pomocg
krazka z benzylpenicyling.

Cefoksytyna: opornos$¢ wskazuje na mozliwos¢ MRSA. Kolejne testy potwierdzajgce przeprowadza¢ zgodnie z zaleceniami EUCAST (3) lub zgodnie z dokumentem CLSI nr
M100 (2). Klindamycyna: w przypadku jednoczesnej opornosci na erytromycyne i wrazliwosci na klindamycyne (lub klindamycyna $redniowrazliwa) nalezy okresli¢ indukcje
opornosci na klindamycyne za pomocg testu antagonizmu pomigdzy klindamycyng i makrolidem. W przypadku braku potwierdzenia, szczep jest klindamycynowrazliwy.
W przypadku potwierdzenia, nalezy szczep zgtaszac¢ jako oporny z komentarzem zgodnie z zaleceniem EUCAST (1) lub z komentarzem zgodnie z zaleceniami CLSI (2).
Wankomycyna: w przypadku jezeli szczep jest oporny, powinien zosta¢ wystany do laboratorium referencyjnego. W przypadku wykrycia opornosci na wankomycyne poste-
powac zgodnie z EUCAST (3) lub zgodnie z dokumentem CLSI nr M100 (2).

W zaleznosci od krajowych lub laboratoryjnych standardéw mozna uzy¢ kolejne kryteria interpretacyjne, np. EUCAST Expert rules (4) lub dokument CLSI M100 (2) i MO7
(5).

Podczas interpretacji wynikow nalezy wzig¢ pod uwage identyfikacje szczepu do gatunku, pochodzenie prébki i wywiad chorobowy pacjenta; ewentualnie
wyniki testow uzupetniajacych.

Kontrola jakosci:

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

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX ERY CLI Liz CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT
0,25-2 1-4 0,25-1 0,06-0,25 1-4 2-16 0,12-1 0,12-0,5 <0,5/9,5 0,12-1 0,5-2 8-32

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

Ochrona zdrowia:

Odczynniki zestawu nie sa klasyfikowane jako niebezpieczne.

Likwidacja zuzytego materiafu:
Po zuzyciu wszystkie ptytki nalezy wtozy¢ do pojemnika dla materiatéw zakaznych i likwidowa¢ wg wiasnych wewnetrznych przepiséw, autoklawowac lub spali¢.
Puste papierowe opakowania nalezy przekazaé¢ 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 M07. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute
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MIKROLATEST®

C€ CEHCUITATECT CTA®M (MIIK) &

Homep B kaTtanore Ne MLT00047 Onsa mukpobuonorn4yeckmx uccriegoBaHUm
Habop npepHa3HayeH Ans onpefeneHnst YyBCTBUTENbHOCTY CTAdOMITOKOKKOB Ha OcHoBaHuM onpeaenenns MIMK (MyHMManbHOW NoAaBnsioLeit KOHLEeHTpauum), T. €. HauMeHbLuen
KOHLIeHTpaLmn, koTopasi nogasnsieT 6akTepuanbHblii POCT. YNakoBka paccuntaHa Ha onpeaerneHue Y4yBcteutenbHocTy 10 6aktepuanbHbix Kynstyp (10 nnaHweros). MeToanka ocHoBaHa
Ha pervgpaTauum aHTMbnoTVKa B NiyHKax nnaHweTa ¢ nomolbio 6ynboHa Mionnep-XuHToH |l 1 BHeceHUn B NyHKW nnaHweTa 6akTepuanbHoi KynbTypbl. Peaynsrathbl onpeaeneHus
YYBCTBUTENBHOCTMN Y4YMTLIBAOT BU3YyaribHO UMK C MCMONb30BaHMEM aBTOMaTMHECKOro aHanusaTopa-puaepa Yepes 16 — 20 4acoB MHKyGaLuu.

Ynakoeka codepxum:

« 10 nnaHLWweToB ANS ONpeAeneHns YyBCTBUTENbHOCTH

*  Kpbllwky (He cTepunbHasi)

* 10 WT. NONMU3ITUNEHOBbIX NAKETUKOB

XpaHeHue u cpok 200Hocmu:

PekomMeHayeTcs xpaHUTb ynakoBky npu Temnepatype oT +2 - +25 °C. Cpok rofgHOCTU yKasaH Ha UHAMBMAYarnbHOM anioMUHUEBOW ynakoBKe Kaxaoro nnaHweta. Heobxoanmo gocratb
NNaHLWeT U3 XoNoAurbHMKa He MeHee YeM 3a 30 MUHYT [0 UCMONb30BaHUS (He BCKPbIBaTb MHAMBUAYanbHYIO ynakoBky). [ocne BCKPbITUSI MHAMBMAYaNbHOW antoMUHUEBO YNakoBKM
NnaHLUeT cneayeT HemeaneHHo 1cnonb3oBaTb. He crieayeT Aepxathb NNaHWET OTKPbITbIM BO M3bexaHne nagaHus BNarv — 3To MOXET NPUBECTM K Pa3pyLLEHWIO aHTUBMOTVKOB U NOSTyHEHWIO
TIOXHbBIX Pe3ynbTaToB TecTa.

PacxodHble Mamepuasnbl He06x00uMble Ons1 8bIMOSIHEHUSI UCCIe008aHUsI, He 8KJTI0YEHHbIE 8 YNaKo8KY:

«  CrepunbHbIii huanonormyeckuin pacteop (HebydepraoBaHHbIN)

«  Mionnep-XuHToHa 6ynboH |l ¢ perynmpyembiM KaTMOHHLIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHanoHHas cpeaa MIC Homep B katanore Ne MLT00070)

«  OraHon

*  CrepurnbHble Npobupku

*  Wuokynsitop ErbaDip Homep B kaTanore Ne 50004456

+  CrepunbHble Yaiwku Metpu

*  CrepunbHble émkocti 60 ml Homep B kaTanore Ne 50004457

« Crennep unu MHorokaHanbHas nuneTtka o 100 mkn

* lNwunetka c AMana3oHoM fo3upoBaHus 60 — 200 mkn

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

« TepmocrTart, 352 oC

« CranpapTHOe ocHalleHue GakTepuonoruyeckoi nabopatopum (NeTnu, mapkep, ropenka u T. a.)

BHumaHue: Habop npedHa3Ha4eH MosbKO Osisi NpogheccuoHaribHO20 ucnonb3oeaHusi! Cobnrodalime npasuna pabomsi ¢ UHUYUPO8aHHLIM Mamepuasnom!

MHcmpyKuu;l no rnNpuMeHeHuUr
lMpuzomoeneHue 6akmepuanbHoOU cycneH3uu (pekomeHAayuu no npoyedype) U UHOKYNAYUS:
A) WHokynauua nnaHweTa ¢ UCNONb30BaHWEM UHOKYnATopa:
1) [ocTaHbTe NNaHWeT U3 MHAMBWUAYaNbHOW antoMUHUEBO YNaKOBKY U yaanuTe antoMUHUEBOE NOKPLITUE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkMpoBKy o Tune nnaHweTa (Hanp.: STAPHY)
Ha pamKy Ans npefoTBpaLleHust oWnbok npu y4éte pesynstaTtoB nocrne MHkybaumn. 3anuwnTte Ha nnaHweTe HoMep uccrnegyemoin 6aktepuanbHol KynbTypbl. BHecute no 100 mkn
CYCMEH3VOHHOW Cpeabl B KaXaylo NMyHKy nnaHweTa.
2) MMopgrotoBbTe NPobupky ¢ 12 Mn duamonornyeckoro pacteopa. lo6asste 100 Mkn cycneH3voHHo cpeabl MIC Anst yMeHbLIEHUsi TOBEPXHOCTHOTO HaTsXKEeHUS.
3) TMpuroToBsTe GakTepuanbHyto cycneHsuo ¢ MyTHocTbo 0,5 -1,0 no MakdapnaHzy 13 HECKOMbKVX KOMOHUI YMCTO 18-24 4acoBOW KyrbTYpbl, BbIPALLEHHON Ha KPOBSHOM arape.
4) TepeHecuTe GakTepuanbHyo CyCneH3unto B CTEpUnbHYO YaLuky Metpu.
5) Vicnonb3yiiTe CTepuIbHbIA MHOKYMATOP ANS UHOKYMSLMW B MAAHLLET: MOrpy3uTe MHOKYNATOP B 4alluky [eTpu ¢ aTaHomom u oBoXruTe B MnemMeHu ropenku. 3atem oxnagurte
nHokynsaTop. MorpyaunTte MHOKYNATOP B YaLlKy NeTpu ¢ 6akTepmanbHon cycneHsnein. ToHkas nnéHouka 6aktepuanbHO CycrneH3nn aareanpyeTcsi Ha NoOBEPXHOCTU METanIMYecKnX Urm
MHokynsiTopa. [NepeHecuTe VHOKYIIOM Ha MOSIOBMHY NMaHLleTa C yxe A06aBNeHHON CyCNeH3NOHHON CPeaoii, MOrpyanTe Wbl B NYHKW W akKypaTHO cMeluaiTe. BbinonHute Takyto xe
npoLieaypy Ans BTOPOW NOMOBMHbI NMaHLWeETa.
B) WHokynsiuus nnaHweTa ¢ UCNonb3oBaHUEM NUNETKN
1) TMoprotoBbTe NPOGMPKY C 2 M PU3MONOTMYECKOro pacTBopa.
2) TMpwurotoBbTe HGakTepuanbHyo CycneHauno ¢ MyTHOCTbIO 0,5 no Makd®apnaHay U3 HECKOMbKUX KOMOHUI YncToin 18-24 YacoBoii KynbTypbl, BbIpaLLEHHON Ha KPOBSIHOM arape.
3) Momectute 120 Mkn BGakTepranbHON cycneHsum B Npobupky ¢ 13 mn cycneHanoHHon cpegbl MIC, TwaTtensHo nepemeluanTe.
4) [ocTtaHbTe NNaHLLET U3 HAMBWAYaNbHOW antoMUHNEBOI YNaKoBKU U yAanuTe artoMUHWEBOE NOKPbLITUE C NOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkMpoBKy O Tune nnaHwera (Hanp.: STAPHY)
Ha pamKy Ans NpeaoTBpaLleHns owmnbokK Npu y4éte pesynstatos nocne uHKybauuy. 3anuwmte Ha nnaHweTe HoMep uccneayemon 6aktepuansHo KynsTypbl. IHOKYNupyiiTe B Kaxayto
NyHKy nnaHweTa no 100 Mkn 6akTepuanbHoi CyCneH3um, NpUroToBIIeHHON B CycneH3noHHon cpeae MIC.
lMpumeyaHue: ObpaboTaiite gUck B TeveHne 60 MUHYT Nocne BblHUMaHWUA U3 MeLuKa.
WNHKy6ayus:
MomecTuTe NNaHLWEeT C BHECEHHOM B Hero 6akTepnarnbHON CycrneHanei B NoNUaTUNEHOBbIN NakeTuK. MoaorH1Te OTKPLITLI Kpait NakeTa noA NNaHLWeT Ans NpeaoTepalleHns ncnapeHns
BO BpeMmsi UHKyBaumu. VHkybupyiiTe nnaHweT B TepmocTate npu 3542 °C 16 — 20 yacos. CTadhunoKoKKkW, pe3ncTeHTHbIE K LiedpokeuTuHy (MRS), HeobxoauMo KynbsTUBMpOBaTb MpU
Temnepatype = 35 °C unu Huxe. [ins yyeta pe3ynstaToB onpeaeneHns YyBCTBUTENbHOCTY K BAHKOMULMHY MHKYBUPYINTE He MeHee 24 YacoB.
Yyem pe3ynbmamos:
[locTaHbTe NnaHLLIeT 13 NoNUATUNIEHOBOrO NakeTuka. [ina y4éta pesynsTaToB pocTa B MUKPOMyHKax BbibepuTte Hanbonee noaxoaawmin ans Bac cnoco6:
1) YuuTbiBaiiTe pesynbTar Ha TEMHOM (OOHE MU UCMOMb3YATE NS 3TOr0 MakKeT NMaHLLeTa, HanevyaTaHHbI B MHCTPYKLN.
2) YuutblBaTe pesynbTaThl B MPOXOASALMX Ny4ax €CTECTBEHHOMO UM UCKYCCTBEHHOMO OCBELLEHMS.
3) Vicnonb3oBaHWe yBENMYMTENbHOTO CTeKNa (Nynbl) He peKoMeHayeTcs.
4) Vcnonb3yiTe aToMaTU3NpPOBaHHbIE CUCTEMbI y4ETa pe3ynbTaToB.
BHUMAHUE: Hannune pocTa B KOHTpornbHoW nyHke (K) ABnsieTcA Heo6XxoAUMbIM YCIOBUEM ANSi UHTepnpeTauumn pe3ynbTaToB onpeaeneHus YyBcTBuTenbHoctu! Ecnun
POCT B KOHTPOJILHOW NHKe OTCYTCTBYET, TO pe3ynbTaThl TecTa He MOryT ObITb UHTepNpeTUpPoBaHbI!
MMK cuuTaeTcs Ta HaMMmeHblUaA KOHLEHTPaLUs aHTMOMOTMKA, NPU KOTOPOW B NyHKE OTCYTCTBYeT BMAUMBIN POCT GakTepuanbHOW KynbTypbl. UcknioyeHnem siBnseTcs
TecTUpoBaHue TpumeTonpumal/cynbcametokcasona. MIMK B atom cnyyae onpeaensieTcss No TOM KOHUEHTPaLMK B NyHKe NnaHweTa, Npu KkoTtopou Ha = 80% noaaBnsieTcs
pocT 6aKkTepuanbHON KynbTypbl C CpaBHEHUU € NyHKow koHTpons (K).
Byabre BHMMaTenbHbI NPy OUEHKe Pe3ynLTaToB: pasnuyanTe 3epHUCTLIN POCT 6akTepuanbHOWM KyNnbTypbl U NY3bIPbKN CYCNEH3UOHHOW cpeabl. 3anuwunTe pe3ynesTaTthbl.
Ta6nuua 1: MakeT nnaHwerTa: cepuiiHble pa3BefeHUsi aHTUOGUOTMKOB (Mr/n)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PEN COX ERY CLI LIZ CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT

A 4 16 8 4 16 32 8 8 476 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2/38 8 8 64
C 1 4 2 1 4 8 2 2 119 4 4 32
D 0,5 2 1 0,5 2 4 1 1 0595 2 2 16
E 0,25 1 0,5 0,25 1 2 0,5 0,5 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 0,5 1 0,25 0,25 0112238 0,5 0,5 4
G 0,06 025 012 006 025 05 0,12 0,12 006119 0,25 0,25 2

H 0,03 012 0,06 003 012 025 0,06 0,06 00306 012 0,12 K
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Ta6nuua 2: KnuHnyeckue kputepum oueHku MMK (mr/n) pna cradunokokkos

EUCAST CLsSI
YyBcTBUTENBHBIW YmepeHHo- Pe3ncTeHTHbIN YyBcTBUTENbHBLIA YmepeHHo- Pe3ncTeHTHbIN
AHTUOMOTUKM AGGp. Y s Pe3UCTeHTHbII R Y s Pe3UCTEHTHbII R
1 |
- <0,12 20,25

Penicillin PEN SA, Slug SA, Slug <0,12 20,25

" <4 28 <4 28
Cefoxitin (screen) COX' |sA Slug, Ssap SA Slug, Ssap|  SA Slug SA Slug
Erythromycin ERY <1 2 24 <0,5 1-4 28
Clindamycin CLI <0,25 0,5 1 <0,5 1-2 24
Linezolid LIz <4 =8 <4 28
Chloramphenicol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracycline TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <1 22 <1 2 24
Trimethoprim / sulfametho- TS <2/38 4/76 >8/152 <2/38 >4/76
xazole
Gentamici GEN <1 22 <4 8 216

entamicin SA, Coa neg SA, Coa neg - -
Vankomvein VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
Y <4 Coa neg 28 Coa neg <4 Coa neg 8-16 Coaneg | 232 Coa neg

Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

SA - Staphylococus aureus, Slug - Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus

WHTepnpeTaums pe3ynsraToB:

Bce mnsyvyaemble GakTepuanbHble KynbTypbl MO OTHOLIEHUIO K TECTUPYEeMbIM aHTUOMOTMKaM pa3fensaloT Ha kKateropuu YyBcTBUTENbHbIN (S), YMepeHHO-
-pe3ncTteHTHbIN (l), PeancteHTHbIN (R) Ha ocHoBaHuM aaHHbIX o MIK. PazpneneHuve Ha kateropumn 6a3upytorcsa Ha kputepuax EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — EBponenckuin koMUTeT N0 TECTUPOBAHWIO AaHTUMUKPOOHOM YyBCTBUTENbHOCTU): Tabnuua norpaHMYHbIX 3Ha4YeHUN Ans
MHTepnpeTauuu aaHHbix MIMK n anameTtpoB 30H (1) unu CLSI pokymeHnta M100 (2).

MenumnnuH: 6oNbLIMHCTBO CTAaMITOKOKKOB SIBNSIETCA npoAdyueHTamu Geta-naktamas (3a uckntodennem S. saprophyticus). Ecnn MK neHuunnuHa y Tectupyemoro
cradmnokokka < 0,12 mr/n, npoBepbTe pesynsrat ANCKO-andY3MOHHBIM METOAOM C AUCKOM GEH3UNMNEeHMUUNuHa.

LlecbokeuTuH: MO Pe3UCTEHTHOCTM K LIeCPOKCUTUHY BbISIBNAIOT METULIMIIUH-PE3NCTEHTHbIE cTadmnokokkn (MRS). TecTbl Ans noaTBepXXaeHUsi peKOMEHOYETCS BbIMOMHATb
cornacHo EUCAST-pykoBoaCTBY MO onpeaeneHuio MexaHM3MoB PE3VCTEHTHOCTU, X KITMHUYECKOTOo 1 anuaemMuonornyeckoro 3Haderust (3) unu CLSI gokymeHnt M100 (2).
KnungamuumH: ecnn 6aktepuanbHas KynbTypa pe3aucTeHTHa K 3pUTPOMULIMHY U YYBCTBUTENbHA K KMUHAAMULMHY (MNM yMEPEHHO-PE3UCTEHTHA) onpeaenuTe Hanuyme
nHayumnbenbHon pesucteHTHocTM (MLSb — makponuabl-nMHko3amuapbl-ctpentorpamMuH B) ¢ mcnonb3oBaHMEM OWMCKOB 3puUTpPOMULMHA M knuHaamuuuHa (D-tect) m
CKOpPPEKTUPYNTe pesyneTaT Ans knuHgamuumHa cornacHo EUCAST (1) unm CLSI M100 (2).

BaHKOMULIMH:  PE3UCTEHTHBIV K BAHKOMULIMHY LITaMM CTachuioKokka criefyeT HanpaBuTb B pecbepeHcHylo nabopatoputo. TecTbl Afsi NOATBEPXKAEHNUS PEKOMEHAYETCS
BbINOMHATL cornacHo EUCAST-pykoBoacTsy (3) unu CLSI pokymeHnt M100 (2).

[pyrvue Kputepumn nHTepnpeTaumm OmkHbl ObiTb OCHOBaHbI Ha HaLMOHarbHbIX 1 nabopaTopHbIx cTaHgapTax, Hanpumep: EUCAST Expert rules in antimicrobial suceptibility
testing (4), unu CLSI gokymeHTbl M100 (2) 1 MO7 (5). MNpun HeobxoamMmocTu crnegyeT NPUHATbL BO BHUMaHWE Npu UHTepnpeTauuy pesynsTaTtoB CrieaytoLme napameTpbl: BUA,
6akTepuit, TUN GuomaTtepuana, ocobeHHOCTM aHaMHe3a 3aboneBaHusi NaUMeHTa, a Takke peaynbTaThl AOMOMHUTENbHBIX UCCIIEL0BaHWIA.

KoHmponb kayecmea:

[ns BHyTpeHHero nabopaTopHOro KOHTPOSIS Ka4ecTBa pEKOMEHAYHOTCS CrieaytoLLme LWTaMmbl (CM. Tabn. ). Mpu oueHke pesynsraToB ucnonb3yinte ctaHaaptel EUCAST unm CLSI.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX
0,25-2 1-4

ERY
0,25-1

CLI Liz
0,06-0,25 1-4

CMP
2-16

TET
0,12-1

CIP
0,12-0,5

TIS
<0,5/9,5

GEN
0,121

VAN
0,5-2

NFT
8-32

ATCC — American Type Culture Collection / AmepukaHckas Konnekumsa Tunosbix Kynstyp

CCM - Czech Collection of Microorganisms / Yeluckas Konnekuus Mukpo6os

'NCK, MocyaapctBeHHbIn HAW cTaHaapTu3aumm u KOHTPONs MeauLMHCKUX Gruonornyeckux npenapatos um. J1. A. Tapacesuya, r. Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19
OxpaHa 30opoebsi:

Habop peareHTOB He OTHOCUTCS K KAaTeropun onacHbIX.

Ymunusayus ucnosb30eaHHO20 Mamepuana:

Mcnonb3oBaHHbIN NNaHLLEeT NomMecTuTe B EMKOCTb Anst c6opa MHMMLIMPOBAHHbLIX OTXOA0B U Ae3NHMULMPYITE aBTOKNaBMPOBAHNEM UMK MyTEM CXUraHus.
BymarkHyto ynakoBKky caante B Makynartypy.

Jlumepamypa:

(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 M07. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Insti-

tute. [ata npoBefeHus koHTponss: 15.5. 2018
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MIKROLATEST®
C€ MIC STAPHY GO

Kat. ¢.: MLT00047 Pro mikrobiologii
Suprava je ur€ena na stanovenie citlivosti stafylokokov k antibiotikdm na zaklade determinacie MIC (minimalna inhibi€na koncentracia), tzn. najnizSej koncentracie, ktora
zabrani viditelnému rastu baktérii. Obsahuje 10 stanoveni.

Principom testu je rehydratacia antibiotik v jamkach pomocou Mueller Hinton 1l bujénu a pridania bakterialnej suspenzie. Po 16 — 20 hodinovej inkubacii su vysledky odgitané
vizuélne alebo readrom.

Suprava obsahuje:

« 10 vySetrovacich dosticiek

* 1 viecko

* 10 ks PE sackov

Skladovanie a expirdcia supravy:

Skladovanie sa doporucuje pri (+2 az +25) °C, expiracia je vyznacena na obale. Po vybrati z chladnicky nechajte dosticky temperovat pri izbovej teplote minimalne 30 min.,
aby sa zamedzilo kondenzacii vody. Po otvoreni hlinikového obalu a odstraneni félie nenechavajte uz otvorené dosticky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohrozuje funkénost
antibiotik !!!

Potreby na prdacu so supravou, ktoré nie su suc¢astou supravy:

«  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

*  Mueller Hinton bujén Il adjustovany na katiény (napr. suspenzné médium MIC kat. ¢. MLT00070)

« Etanol

«  Sterilné skumavky

* Inokulator ErbaDip kat. ¢ . 50004456

«  Sterilné Petriho misky

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

* Krokovacia pipeta na 100 pl alebo multikanalova pipeta 100 pl

« Pipeta na 60-200 pl

« Denzitometer (napr. Densi-La-Meter Il kat. ¢. INS00062)

* Inkubator 35£2 °C

* Bezné laboratorne vybavenie (klucky, popisovace, kahan, atd.)

Upozornenie: Suprava je uréend iba na profesionalne pouZitie. DodrZujte zasady pre prdacu s infekénym materialom!

Pracovny postup

Priprava bakterialnej suspenzie a inokuldcia:

A) Inokulacia inokulatorom:

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrante foliu. Oznacte dosticku typom supravy (STAPHY). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultiry na prislusnu dosti¢ku.
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 0,5-1 McFarland.

4) Tuto suspenziu viejte do sterilnej Petriho misky.

5) Inokulujte rozplnenu dostiku pomocou sterilného inokulatora: inokulator namocte v Petriho miske s etanolom a opalte nad plamefiom. Vychladnuty inokulator namocte
v Petriho miske s bakterialnou suspenziou. Preneste inokulum do 1. polovi€ky dosti€ky jemnym kruzenim 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 bakteridlnu suspenziu s hustotou 0,5 McFarland

3) Z bakterialnej suspenzie vo fyziologickom roztoku preneste 120 pl do skimavky s 13 ml suspenzného média MIC a dobre homogenizujte.

4) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrante féliu. Oznaéte dosticku typom supravy (STAPHY). Zaznamenajte Cislo vySetrovanej kultary na prislusnu dosticku.
Rozplite suspenzné médium MIC s inokulom po 100 pl 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 dosticku tak, aby nedochadzalo k vysychaniu inokula.

Dosticku viozte do termostatu 35+2 °C na 16-20 hod. Rezistencia stafylokokov k cefoxitinu (MRS) moze byt lepSie detekovatelna pri kultivacii do 35°C. Dosticka je inku-
bovana 24 hodin pre hodnotenie vankomycinu.

Vyhodnotenie:

Dosticku vyberte z PE sacku. Na odcitanie narastu v jamkach zvolte spdsob, ktory je pre Vas najoptimalnejsi:

1) Odg¢itajte oproti Sedému pozadiu alebo oproti tabulke dosti€ky v navode.

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Pouzitie lupy sa nedoporuduje.

4) Odcitajte pomocou readeru a identifikacného softwaru.

Prosim venujte pozornost’:

V jamke s kontrolou rastu musite vidiet narast! Ak narast nie je, test NEMOZNO HODNOTIT! Ako MIC je hodnotena jamka s najnizSou koncentraciou antibiotika,
ktora zamedzi okom viditernému rastu baktérii. Iba u Trimetoprimu/sulfamethoxazolu musi byt’ MIC od¢itana pri najnizSej koncentracii, ktora inhibuje rast priblizne
0280% v porovnani s jamkou pre kontrolu rastu. OdliSte zrnenie od pripadnych bublin! Vysledky zaznamenajte.

Tab. 1: Rozlozenie antibiotik a ich koncentraénych radov v mg/l na dosticke

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
PEN COX ERY CLI LIZ CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT

A 4 16 8 4 16 32 8 8 476 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2/38 8 8 64
C 1 4 2 1 4 8 2 2 119 4 4 32
D 0,5 2 1 0,5 2 4 1 1 0595 2 2 16
E 0,25 1 0,5 0,25 1 2 0,5 0,5 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 05 1 0,25 0,25 012238 0,5 0,5 4
G 0,06 025 012 006 025 05 0,12 0,12 006119 0,25 0,25 2
H 0,03 012 0,06 003 012 025 0,06 0,06 00306 0,12 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pre stafylokoky

EUCAST CLSI
Citlivy Inter- Rezistentni |  Citlivy Inter- Rezistentni
Antibiotikum Zkratka y mediarni y mediarni
S I R S I R
. <0,12 20,25
Penicilin PEN SA, Slug SA, Slug <0,12 20,25
Cefoxiti COX <4 28 <4 =8
efoxitin (screen) SA, Slug, Ssap SA, Slug, Ssap| SA, Slug SA, Slug
Erytromycin ERY <1 2 24 <0,5 1-4 28
Klindamycin CLI <0,25 0,5 >1 <0,5 1-2 >4
Linezolid LIZ <4 =8 <4 >8
Chloramfenikol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracyklin TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <1 22 <1 2 24
Trimetoprim / sulfametoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
Gentamici GEN <1 22 <4 8 216
entamicin SA, Koa neg SA, Koa neg B B
Vankomvein VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
y <4 Koa neg 28 Koa neg <4 Koa neg | 8-16 Koa neg | =32 Koa neg
Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

SA - Staphylococus aureus, Slug - Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus

Koa neg — koagulaza negativne stafylokoky

Poznamky k interpretacii:

Podla stanovenej MIC sa testovany kmeri radi do kategoérie citlivy — intermediarny - rezistentny k danému antibiotiku na zaklade interpretacnych tabuliek
EUCAST (1) alebo CLSI dokumentu M100 (2).

Penicilin: vacsina stafylokokov (s vynimkou S. saprophyticus) si producenti beta-laktamaz. Pokial je MIC <0,12 mg/l, overte citlivost diskom s benzylpenicilinom.
Cefoxitin: rezistencia indikuje MRSA. DalSie konfirma&né testy sa vykonavaju podia doporugeni EUCAST (3) alebo CLSI dokumentu M100 (2)

Klindamycin: v pripade sucasnej rezistencie na erytromycin a citlivosti na klindamycin (alebo klindamycin intermediarny) je potrebné stanovit indukciu rezistencie ku
klindamycinu pomocou testu antagonizmu medzi klindamycinom a makrolidom. Ak nie je potvrdena, je kmeni ku klindamycinu citlivy. Pokial je potvrdena, kmer sa hlasi ako
rezistentny s komentarom podla doporu¢enia EUCAST (1) alebo s komentarom podla doporuc¢enia CLSI (2).

Vankomycin: ak je kmeri rezistentny, mal by byt odoslany do referenéného laboratéria. Pri detekcii rezistencie k vankomycinu postupujte podia doporu¢eni EUCAST (3)
alebo CLSI dokumentu M100 (2).

V zavislosti od narodnych alebo laboratérnych Standard je mozné pouzit dalSie interpretacné kritéria, napr. EUCAST Expert rules (4) alebo CLSI dokumentov M100 (2) a M07
(5). Priinterpretacii vysledkov je potrebné zohladnit’ druhovu identifikaciu kmeria, pdvod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne vysledky doplfiujicich testov.

Kontrola kvality:

Na kontrolu kvality stipravy doporucujeme nizsie uvedené kontrolné kmene. Pri vyhodnoteni vysledkov testovania kontrolnymi kmerimi sa riadte Standardom EUCAST alebo
CLSI.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX ERY CLI Liz CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT
0,25-2 1-4 0,25-1 0,06-0,25 1-4 2-16 0,12-1 0,12-0,5 <0,5/9,5 0,12-1 0,5-2 8-32

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 material a likvidujte podla vlastnych internych predpisov, autoklavujte alebo zniéte spalenim. Prazdne papierové obaly
sa odovzdaju do zberu na recyklaciu.

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 M07. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute.
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