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MIKROLATEST ©

C€ MIC G-I )

Cat. N.: MLT00044 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. We recommend to use together with MIC G-I also MIC
G-l to test susceptibility to antibiotics used in treatment of serious infections especially in hospitalized patients.

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 cationts 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)

« A stepper or multichannel pippete for dosage of 100 pl

* A pippete for dosage of 60-100 pl

« Densitometer (e.g. DENSILAMETER Il Cat. N. INS00062)

* Incubator 35+2°C

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

« ErbaExpert Program

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-I) to avoid mistake in reading results after incubation. Record
number of examined strain on the plate. Fill 100 pl 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 sus-
pension. 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-I) 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 MIC 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. Exception: With Trimethoprim/sulfamethoxazole, a well with 2 80% growth inhibition compared to
the growth control is considered as MIC. In Colistin may occur very weak growth, which is also considered a positive result. In case of doubt about the presence
of growth in the wells, use ErbaScan for reading. 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
AMP AMS CFZ CXM AZT GEN AMK COL T/s CIP CMP TET

A 128 128/64 16 64 16 32 64 16 476 8 32 32
B 64  64/32 8 32 8 16 32 8 2/38 4 16 16
C 32 32116 4 16 4 8 16 4 119 2 8 8
D 16 16/8 2 8 2 4 8 2 0.5/9.5 1 4 4
E 8 8/4 1 4 1 2 4 1 025475 0.5 2 2
F 4 4/2 0.5 2 0.5 1 2 0.5 012238 0.25 1 1
G 2 21 025 1 0.25 0.5 1 0.25 006119 0.12 0.5 0.5
H 1 105 012 05 012 025 05 0.12 00306 0.06 0.25 K
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Interpretation:

Depending on national or laboratory standards, current interpretation tables by EUCAST (1), CLSI M100 (2) or other interpretation criteria, such as EUCAST Expert Rules (4) or CLSI M07 (5), should
be used. It is necessary to take following parameters into consideration when interpreting results: species identification, sample origin, patient case history, or results of additional tests.

Another option of evaluation is to use the expert system in the ErbaExpert program.

Resistance to CXM, CFZ, AZT indicates possibility of ESBL production. Confirmation tests are recommended according to EUCAST (3) or CLSI document M100 (2).

Itis necessary to correct susceptibility of some strains to betalactam antibiotics (mainly Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp.) to resistant according their intrinsic resistance.
In this case betalactamase is not produced in sufficient amount in vitro.

Proteus spp., Morganella morganii and Providencia spp. strains are intrinsically resistant to colistin.

Quality control:

We recommended all following control strains for internal testing of functionality of the antibiotics in the laboratory. Follow EUCAST or CLSI standards when evaluating results. Fresh strains must be
used for quality control.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)

AMP | AMS | CFz | CXM | AZT | GEN | AMK | coL | TS | cIP | CMP | TET
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0.06-0.5 0.25-1 0.5-4 0.25-1 <0.5/9.5 0.004-0.015 2-8 0.5-2
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK coL T/S CIP CMP TET
- - - - 2-8 0.5-2 1-4 0.5-2 8/152-32/608 0.125-1 - 8-32
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)

MIC (mg/l)

o letow| - | - [ - [ - 1 -1 - [ - [ -] -] -

>32 8/4—-32/16
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 positive)
MIC (mg/l)
R R R R R R R CoL R R R R
4* (exceptionally 2—8)

*The value is valid for 2 90% isolates and should only on occasion be 2 or 8 mg/L (source: EUCAST)

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

NCTC-National Collection of Type Cultures

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.

Discard paper packaging 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 M07.Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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MIKROLATEST ©
( € CEHCUNATECT I'- (MIK; I-1)

Howmep B kaTtanore Ne MLT00044 Ons MMKpoGuonornyecknx nccrieaoBaHum
Habop npegHasHaveH Ans onpeaeneHnsl YyBCTBUTENbHOCTU BakTepuuii ceM. Enterobacteriaceae k aHTMGakTepuanbHbIM npenapatam Ha ocHoBaHun onpeaenenust MIMK (MyHMMansHomn
NOAABNSAOLLEN KOHLIEHTPALWN), T. €. HaVMEeHbLUE KOHLEHTPaLmK, kKoTopas noaasnaeT 6akTepuanbHbIi POCT. YNakoBka paccynTaHa Ha onpeaeneHmne YysctauTensHocTu 10 6aktepuanbHbIX
kynsTyp (10 nnaHweTos). MeToavka ocHoBaHa Ha peryaparaumm aHTUBMoTUKa B NyHKax NaHLWeTa ¢ NoMOLLbo 6ynboHa Mionnep-XuHToH |l v BHeceHWn B NyHKu nnaHLleTa 6aktepuansHon
KynbTypbl. Pe3ynbraTbl onpefeneHnst YyBCTBUTENBbHOCTU YYUTBIBAIOT BU3yaribHO UMW C UCTONb30BaHMEM aBTOMAaTUYECKOro aHanusatopa-puaepa vepes 16—20 yacoB uHKyGaumun. [ns
TECTUPOBAHWS YyBCTBUTENBHOCTU K aHTUBMOTVKAM Y rOCiUTanvMaMpoBaHHbIX MaLUEeHTOB NMpu NEeYEHUN TSHKEMbIX KMU3HEYrpoXKatoLLMX nHdekumin BMecte ¢ nnaHwetom MIC G-I /MIMK -1/
pekomeHayetcst ucnons3osatb nnaHwet MIC G-I /MK -1/
Ynakoeka codepxum:
* 10 nnaHWweTOB ANS OnpeaeneHnst YyBCTBUTENbHOCTU
. Kpbliwky (He cTepunbHast)
* 10 WT. NONMITUNEHOBBLIX NAKETUKOB
XpaHeHue u cpok 200HoCmU:
PekomeHayeTcs XxpaHuTb ynakoBky npu Temr. oT +2—+25°C. Cpok rofgHOCTV yKasaH Ha VHAVBUAYanbHON antioMUHWMEBO YNakoBKe Ka)/aoro nraHweTa.
BHumaHue! NMonagaHue B NyHKu NnaHLweTa Bnarvm Bo3ayxa Uiy KOHZAeHcaTa MoXeT NPUBECTU K NoTepe akTMBHOCTU aHTUGMOTUKOB U NOXHbLIM pe3ynsraTtam Tectall!
*  [Ina npepoTBpalleHns nonaaaHns KoHAeHcaTa B fyHKU nnaHLeTa HeobxoauMMo BCKpbIBaTb MHAVBUAYANbHYIO YNakoBKy cnycTs He MeHee 30 MUHYT e€ npebbiBaHNsA NPy KOMHATHON
Temnepartype!
«  [ocne BCKpbITUS MHAVBUAYATbHOWM antoMUHUEBO YNaKoBKU He OCTaBISTh MiaHLLET OTKPbITEIM AN NPefoTBPALLEHNS YBNaXHEHNS U KOHTaMUHALMK TTyHOK!
PacxodHble Mamepuarsbi Heo6xo0uMbie O1isl 8bINOJIHEHUS] Uccie008aHUsl, He 8KITIOYEHHbIE 8 YaKoBKY:
«  CrepunbHblii hanonormyeckuin pacteop (HebydepnaoBaHHbIi)
*  Mionnep-XuHTtoHa 6ynboH |l ¢ perynmpyembiM KaTMOHHBIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHsnoHHas cpeaa MIC /MIK/, Homep B katanore Ne MLT00070)
«  OrtaHon
*  CrepunbHble Npobupku
*  WHokynsTtop ErbaDip (Homep B katanore Ne 50004456)
*  CrepunbHble Yalku Metpu
*  CrvepunbHble émkocti 60 mn (Homep B kaTanore Ne 50004457)
« Crennep unu MHorokaHanbHasi nuneTtka fo 100 mkn
« [wunetka c AManasoHom fo3upoBaHus 60—100 mkn
*  [Jexcutometp (Hanp.: JEHCUJTAMETERP II, Homep B kaTtanore Ne INS00062)
*  TepmocrTart, 35+2°C
« CraHpapTHoe ocHalleHue GakTepuonoruyeckol nabopartopuu (NeTnu, Mapkep, ropenka u T. 4.)
«  ErbaExpert MNporpamma
BHumaHue: Habop npedHa3Ha4yeH MoJibKo OJisi pogheccuoHanbLHo20 ucnons3oeaHusi! Cobnrodalime npasuna pabomsi ¢ UHhUYUPO8aHHLIM Mamepuasom!
UHcmpykyusi no npumeHeHuro
lMpuzomoeneHue 6akmepuanbHOU CycrneH3uu U UHOKYNsyus (pekomeHdayuu no npouyedype):
A. WHokynsAuMsa nnaHweTa ¢ UCMONb30BaHMEM UHOKYNATOpa:
1) [ocTaHbTe MNaHWweT U3 UHAMBMAYanNbHOW arntoMUHWEBOW YNakoBKW U yAanuTe antoMUHUEBOE MOKPbITUE C NMOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkupoBKy O Tune nnadweTa (Hanp.: G-l)
Ha pamKy Ans npefoTBpaLleHust omnbok Npu y4éte peaynsTaTtoB nocre nHkybaumn. 3anuwimnte Ha nnaHweTe HoMep uccreayemoin 6aktepuanbHol KynbTypbl. BHecute no 100 mkn
CYCMEH3VMOHHON Cpefbl B KAXAYH0 NYHKY NnaHLieTa.
2) TMMogrotoBbTe Npobuvpky ¢ 12 mn duamonornyeckoro pacteopa. [Jobasste 100 Mkn cycneHavoHHo cpeabl MIC Ansi yMeHbLIEeHUsi TOBEPXHOCTHOTO HATSXKEHWS.
3) [MpurotoBbTe GakTepuanbHyto cycneHsuto ¢ MyTHocTbio 0,5 no Mak®apnaHay 13 HECKONbKUX KOIOHWI YnucToi 18-24 yacoBow KynbTypbl, BblpalLeHHOW Ha KpOBSIHOM arape.
Bonee Bbicokasi NNOTHOCTb GakTepuanbHOW CycrneH3nn ABNSeTCA MeHbLuel olwnbkon, Yem HegocTatodHas (MeHee 0,5 no Mak®apnaHay) nnoTHOCTb.
4) TepeHecuTe GakTepuarnbHyt CyCreH3no B CTepUnbHYyto Yallky Metpu.
5) Wcnonb3yiiTe CTEPUIIbHBIA UHOKYNATOP AN WHOKYNSILMK B MIaHLLET: MOrpy3auTe MHOKYNSTOP B Yalky leTpu ¢ 3TaHOnoM u oBoXriTe B NieMeHu ropenku. 3atem oxnagute
VHokynsiTop. [Morpy3ute nHokynsiTop B Yallky leTtpu ¢ 6aktepuanbHoi cycneHavein. ToHkasi nnéHoyka bakTepuanbHON CycrneH3uy aare3avpyeTcst Ha MoBEPXHOCTU METanMYecKux urm
nHoKynsTopa. MNepeHecnTe MHOKYMIOM Ha NOMOBUHY MMaHLeTa C yxe A06aBNEeHHON CYCNEH3NOHHON CPEeaoii, NOrpy3nTe UMbl B NIYHKW U akKypaTHO CMellaiite. BeinonHute Takyo xe
npoueaypy Anst BTOPOiA NOMOBUHbI NNaHLWweTa.
B. WHoKynauus nnaHweTta c UCNONb30BaHWEM NUMETKU:
1) TMoprotoBbTe NPOGVPKY C 2 M PU3NONOTMYECKOro pacTBopa.
2) TpuroToBbTe HakTepuanbHyo cycneHano ¢ MyTHocTbio 0,5 no Mak®apnaHay 13 HECKOMbKUX KOMOHUIA YNCTON 18—24 4acoBOM KynbTYpbl, BbIPALLEHHON Ha KPOBAHOM arape.
3) TomecTute 60 MkN GakTepuanbHoii CycneHaum B Npobupky ¢ 13 Mn cycneHsnoHHon cpeabl MIC, TlwatensHo nepemetluaiite.
4) [JocTaHbTe NNaHLeT U3 UHAMBWAYaNbHOW antoMUHMEBON YNaKOBKV U yAanuTe antoMUHUEBOE MOKPbLITUE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapKupoBKy O Tune nnaHwera (Hanp.: G-1) Ha
pamMKy Ans npegoTBpaLleHust oLnGOoK Npu y4éTe peaynsTaTtoB nocre uHkybauuu. 3anuwmnte Ha nnaHweTe Homep uccnenyemon 6aktepuansbHoi KynbTypbl. IHOKYNvMpyinTe B kaxayto
NyHKy nnadweTa no 100 Mkn 6akTepuanbHo CyCneH3un, NpUroToBIIEHHONM B CycneH3noHHon cpeae MIC.
lMpumeyaHue: ObpaboTaiite Auck B TeyeHne 60 MUHYT Nocre BbIHUMaHWUS U3 MeLLKa.
WHKy6ayus:  [omecTuTe nnaHLWeT C BHECEHHOW B Hero GaKkTepuarbHON CycneH3veil B MONWITUNEHOBbI MakeTuk. MoJorHWTe OTKPbITHIN Kpai maketa noa nnaHweT Ans
npefoTBpaLLeHust ucnapeHusi Bo BpemMs uHKybauun. NHkybupyinte nnaHweT B TepmocTate npu 3542 °C 16-20 Yacos.
Yuyem pe3ynbmamos:  [JocTaHbTe NNaHLLIET U3 NONUSTUNEHOBOrO NakeTuka. [ns yuéta pesynsraTos pocTa B MUKPONyHKax BeibepuTe Hanbonee noaxoasawmii ana Bac cnoco6:
1) YuuTbiBanTe pesynbrat Ha TEMHOM hOHE UMK UCTIONb3YITE ANt 3TOr0 MaKeT NiaHLWeTa, HanevyaTaHHbIN B UHCTPYKLINK.
2) YyutbiBaiiTe pe3ynbTaTbl B MPOXOASILLMX Myvax eCTECTBEHHOMO UMW NCKYCCTBEHHOTO OCBELLIEHUS.
3) Wcnonb3oBaHue yBeNMUMTENbLHOTO CTEKNA (Mynbl) HE peKOMeHAYeTCs.
4) Vicnonb3yiiTe aTomMaTM3MpoBaHHbIe CUCTEMBI Y4ETa pesynsTaTos
BHUMAHUE: Hanunune pocta B KOHTposibHOM NyHke (K) siBnsieTcs HeoGxoauMbIM YCIoBUEM ANst MHTEprpeTauuyn pesynbtaToB onpeaeneHns YyBcTBuTensHocTn! Ecnu poct B
KOHTPOIbHON NyHKe OTCYTCTBYET, TO pe3ynbTaThl TecTa He MOryT 6biTb MHTEpPNpeTUpoBaHbI!
MIMK cunTaetca Ta HaMMeHbLUas KOHLEHTpauusa aHTUBMOTMKa, NPy KOTOPOW B NyHKE OTCYTCTBYET BUAMMBIN POCT BakTepuanbHoW KynbTypbl. VICKnioveHnem SBnseTcs TecTupoBaHue
TpumeTonpuma/cynsdameTokcasona. MIMNK B aTom criyvae onpeaenserca No To KOHUEHTPaLuUmM B NyHKe NnaHLeTa, npu koTopon Ha = 80% noaasnsaetcs pocT 6akTepuanbHON KynbTyphl
C CpaBHEHWU € nyHKow KoHTpons (K). Y KONMMCTUHA MOXET BO3HUKHYTb O4eHb Crabblil POCT, H4TO TaKKe CHMTAETCS NMONOXUTENbHBLIM pe3ynbTaTtoM. B criyyae cCoMHeHuii No NoBoAy Hanuuus
pocTa B nyHkax, ucrnonb3yiite ErbaScan ans yteHus.
Byabte BHUMaTENbHLI NPU OLEHKE pe3ynbTaToB: pasnMyanTte 3epHUCTbIN POCT BakTeprnansHON KynbTypbl U My3biPbKU CYCNEH3NOHHOM cpeabl. 3anulinTe peaynsraThl.

Tabnuua 1: MakeT nnaHweTa: cepuiiHbie pa3BeeHUs aHTUGMOTUKOB (Mr/n)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
AMP AMS CFZ CXM AZT GEN AMK COL T/S CIP CMP TET

A 128 128/64 16 64 16 32 64 16 476 8 32 32
B 64  64/32 8 32 8 16 32 8 2/38 4 16 16
C 32 32116 4 16 4 8 16 4 119 2 8 8
D 16 16/8 2 8 2 4 8 2 0,5/9,5 1 4 4
E 8 8/4 1 4 1 2 4 1 025475 0,5 2 2
F 4 4/2 0,5 2 0,5 1 2 0,5 1012238 0,25 1 1
G 2 211 0,25 1 0,25 0,5 1 0,25 0061119 0,12 0,5 0,5
H 1 105 0,212 05 012 025 05 0,2 00306 0,06 0,25 K
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MHmepnpemayusi:

B 3aBUCHMOCTYM OT HaUMOHanbHbIX UNK NaGopaTopHbIX CTAHAAPTOB AOMKHbLI UCMOMNb30BaThCs Tekylme Tabnuubl nHTepnpetaum EUCAST (1), CLSI M100 (2) unu apyrue Kputepum UHTeprnpeTaumuu,
Takue kak npasuna akcneptoB EUCAST (4) unu CLSI MO7 (5). Mpu uHTepnpeTaumum pesynstatoB HEO6X0AMMO YYUTbIBaThL Criefytolve napaMeTpbl: MAeHTUMKaUWs Buaa, NpoucxoxaeHne obpasua,
nctopus GonesHu nauveHTa unu pesynerarbl JONOMHUTENbHBIX TECTOB. [pyroi BapuaHT OLEHKW — UCMOMb30BaHWE AKCMEPTHOW cucTeMbl B nporpamme ErbaExpert. Conpotusnenve k CXM, CFZ,
AZT ykasblBaeT Ha BO3MOXHOCTb npoaykuun ESBL. PekomeHaytoTcs noaTteepxaatolime TecTbl B cootBetcTBun ¢ EUCAST (3) nnu gokymeHntom CLSI M100 (2). Heobxogumo koppekTupoBaTb
YyBCTBUTENbHOCTb HEKOTOPbIX LUTAMMOB K GeTa-nakTamMHbIM aHTMB1oTMkam (B oCHOBHOM Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp.) Ha pe3UCTEHTHbIE B COOTBETCTBUM C UX
BHYTPEHHE Pe3NCTEHTHOCTLIO. B aToM cnyyae Geta-naktamasa He NpoW3BOAMTCS B [JOCTAaTOMHOM KonuyecTse in vitro. LUTtammel Proteus spp., Morganella morganii u Providencia spp. siBnsoTcs
BHYTPEHHE PE3UCTEHTHBLIMU K KONIUCTUHY.

Koumpone kavecmea:

[ins BHyTpeHHero NnabopaTopHOro KOHTPOSIS Ka4ecTBa PEKOMEHZYHOTCS crieaytoLLme WTamMbl (CM. Tabn.). Mpu oLeHke pesynsTaToB ucnonbayiite ctaHaaptsl EUCAST unu CLSI. [ins KoHTpons ncnonb3osaTb
cBexenepecesHHble WTaMMbl.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MK (mr/n)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK COL T/S CIP CMP TET
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,06-0,5 0,25—-1 0,5-4 0,251 <0,5/9,5 0,004-0,015 2-8 0,5-2
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIIK (mr/n)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK COL TS CIP CMP TET
- - - - 2-8 0,5-2 1-4 0,5-2 8/152—32/608 0,125-1 - 8-32
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)

MK (mr/n)

% LS. - [ - [ T - [ T T T T T

>32 8/4-32/16

NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 nonoxuTenbHbilit)
MIC (mg/l)

| ] G IR N

B B B B B B 4* (HeoBblyalHo 2—8) B B B )
* BHaueHwe oTHocuTes K 2 90% U30NSTOB, B peakux cryvasx Moxet Habmogatsca MIC 2 unu 8 mr/n (uctounmk: EUCAST)

ATCC-American Type Culture Collection / AmepukaHckas Konnekuus Tunoeix Kynstyp

CCM—-Yeluckas Konnekumsi MMKpOOpraH13MoB

'MCK, NocynapctBeHHbIn HAW ctanaapTusaumm n KoHTponst MeamumuHekux Guonoruyeckux npenapatos um. J1. A. Tapacesuya, . Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19

NCTC-National Collection of Type Cultures

OxpaHa 300poebs:

Habop peareHTOB He OTHOCWTCS! K KaTeropum onacHbIX.

Ymunusayus ucnonb30e8aHHO20 Mamepuana:

Mcrnonb3oBaHHbIN MNaHLLET NOMeCTUTe B EMKOCTb AN c6opa UHPULMPOBAHHBIX OTXOAOB W AE3NHMULIMPYIITE aBTOKIAaBUPOBAHWEM UIU MyTEM CXUraHus. BymaxkHyto ynakoBKy caante B Makynarypy.
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; Twenty-Seventh Informational Supplement. 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.

ApTukyn HaumeHoBaHue kak B PY Homep PY Oarta Bbigauu PY
MLT00044 CEHCUWNATECT T~ (MINK; I-1) ®C3 2011/09959 ot 13.05.2019

[ata npoBefeHns koHTpons: 12. 3. 2025
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€ MIC G-I

Nr kat.: MLT00044 Do celéw 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
antybiotykdw 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. Dla testowania wrazliwo$ci na antybiotyki przeznaczone do leczenia powaznych zakazen przede wszystkim w przypadku pacjentéw hospitalizowanych zaleca sie
uzy¢ z zestawem MIC G-I takze zestaw MIC G-II.

Zestaw zawiera:

* 10 plytek testowych

* 1 niesterylne pokrywe

* 10 szt. PE torebek

Przechowywanie i data waznosci zestawu:

Zestaw zaleca sig przechowywaé w temperaturze (+2 do +25)°C. Termin waznos$ci podany jest na kazdym opakowaniu. Po wyjeciu z lodéwki nalezy ptytki pozostawi¢ w tem-
peraturze pokojowej przez co najmniej 30 minut, w celu ograniczenia skraplania wody. Po otwarciu aluminiowego opakowania i zdjeciu folii nie nalezy pozostawiac raz otwartg
ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu zagraza prawidtowej funkcji antybiotykow !!!

Materialy potrzebne do pracy z zestawem, ktore nie wchodzg w skfad zestawu:

Roztwor sterylnej soli fizjologicznej (niebuforowanej)

Mueller Hinton bulion Il dostosowany do kationéw (np. Nosnik zawiesiny MIC nr kat. MLT00070)

Etanol

Proboéwki sterylne

Inokulator ErbaDip (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 100 pl

Densytometr (np. DENSILAMETER Il nr kat. INS00062)

Cieplarka 35+2°C

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

Program ErbaExpert

© o o o o o o o o o o o o

Ostrzezenie: Zestaw przeznaczony jest wylacznie do profesjonalnego zastosowania. Nalezy przestrzega¢ zasad pracy z materiatem zakaznym !
Sposoéb postepowania
Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej oraz inokulacja:
A) Inokulacja za posrednictwem inokulatora
1) Wyja¢ ptytke z aluminiowego opakowania i zdjgé ochronng folig aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulaciji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (G-I), opisa¢ numery
badanych kultur. Pipetowaé¢ do wszystkich studzienek po 100 pl no$nika zawiesiny MIC.
2) Przygotowac probéwke z 12 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej). Podczas inokulacji doda¢ 100 pl no$nika zawiesiny MIC, zeby zmniejszy¢ napiecie
powierzchniowe inokulum
3) Z18-24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobra¢ kilka kolinii i przygotowac w roztworze soli fizjologicznej zawiesine bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland.
4) Tak przygotowang zawiesine wla¢ na sterying ptytke Petriego
5) Inokulowa¢ napetniong ptytke za pomoca sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w ptytce Petriego z etanolem i wyzarzy¢ nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzy¢ 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) Przygotowac probdwke z 2 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej).
2) Z18-24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobra¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland.
3) Przenie$¢ 60 ul z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej do probéwki z 13 ml no$nika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowac.
4) Wyjac ptytke z aluminiowego opakowania i zdjg¢ ochronng folie aluminiowa z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulaciji). Oznaczy¢ plytke rodzajem zestawu (G-1), opisa¢ numery
badanych kultur. Pipetowa¢ 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:
Plytke po inokulacji wiozy¢ do PE torebki, zagig¢ otwarty brzeg torebki pod ptytke, aby zapobiec wysychaniu inokulum. Plytke wiozy¢ do cieplarki w temp. 35+2°C na 16—20 godz.
Ocena:
1) odczyta¢ za pomocg automatycznego 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/sul-
famethoxazolu powinna by¢ MIC odczytywana przy najnizszym stezeniu, ktére hamuje wzrost ok. o 2 80% w poréwnaniu ze studzienka dla kontroli wzrostu.
W kolistynie moze wystapi¢ bardzo staby wzrost, co rowniez uwaza sie za wynik dodatni. W przypadku watpliwosci co do obecnosci wzrostu w studzienkach,
uzyj ErbaScan do odczytu.
Nalezy odrézni¢ ziarnistos¢ od ewentualnych pecherzykow powietra ! Wyniki wpisa¢ do formularza.
Tab. 1: Rozktad antybiotykéw i ich stezen na ptytce w mg/l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
AMP AMS CFZ CXM AZT GEN AMK COL T/s CIP CMP TET

A 128 128/64 16 64 16 32 64 16 476 8 32 32
B 64 64/32 8 32 8 16 32 8 2/38 4 16 16
C 32 3216 4 16 4 8 16 4 119 2 8 8
D 16 16/8 2 8 2 4 8 2 0595 1 4 4
E 8 8/4 1 4 1 2 4 1 025475 0,5 2 2
F 4 4/2 0,5 2 0,5 1 2 0,5 1012238 0,25 1 1
G 2 21 0,25 1 0,25 0,5 1 0,25 006119 0,42 0,5 0,5
H 1 10,5 012 05 012 025 05 0,12 00306 0,06 0,25 K
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Interpretacja:

W zaleznosci od krajowych lub laboratoryjnych standardéw, nalezy stosowac aktualne tabele interpretacyjne wedtug EUCAST (1), CLSI M100 (2) lub innych kryteriéw interpretacyjnych, takich jak Zasady
Ekspertow EUCAST (4) lub CLSI M07 (5). Przy interpretacji wynikéw nalezy wzig¢ pod uwage nastepujgce parametry: identyfikacja gatunku, pochodzenie probki, historia kliniczna pacjenta oraz wyniki dodat-
kowych testéw. Inng opcjg oceny jest skorzystanie z systemu ekspertowego w programie ErbaExpert. Opér na CXM, CFZ, AZT wskazuje na mozliwos¢ produkcji ESBL. Zaleca sig wykonanie testow potwier-
dzajacych zgodnie z wytycznymi EUCAST (3) lub dokumentem CLSI M100 (2). Nalezy skorygowaé wrazliwos$¢ niektérych szczepéw na antybiotyki beta-laktamowe (gtéwnie Enterobacter spp., Citrobacter
spp., Klebsiella spp., Serratia spp.) do opornej zgodnie z ich opornoscig wewnetrzng. W tym przypadku beta-laktamaza nie jest produkowana w wystarczajacej ilosci in vitro. Szczepy Proteus spp., Morganella
morganii i Providentia spp. sa wewngtrznie oporne na kolistyne.

Kontrola jakosci:
Dla kontroli jako$ci zestawu zalecamy ponizej wymienione wszystkie szczepy kontrolne. Podczas oceny wynikéw testowania szczepami kontrolnymi nalezy kierowac si¢ standardem EUCAST lub CLSI. Do
kontroli nalezy uzy¢ $wiezych szczepdw.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK COL T/S CIP CMP TET
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,06-0,5 0,25-1 0,5-4 0,25-1 <0,5/9,5 0,004-0,015 2-8 0,5-2
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK COoL TS CIP CMP TET

- - - - 2-8 0,5-2 1-4 0,5-2 8/152—32/608 0,125-1 - 8-32
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
AMP AMS R R R R B R R R R R
>32 8/4-32/16
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 pozytywny)
MIC (mg/l)
CoL
- - - - - - - 4% - - - -
(nadzwyczaj 2—8)

*Warto$¢ odnosi sie do = 90% izolatéw, w rzadkich przypadkach mozna zaobserwowa¢ MIC 2 lub 8 mg/l (zrodto: EUCAST)

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

NCTC-National Collection of Type Cultures

Ochrona zdrowia:

Odczynniki zestawu nie sg klasyfikowane jako niebezpieczne.

Likwidacja zuzytego materiafu:

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

Puste papierowe opakowania nalezy przekazac¢ 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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C€ MIC G-I )

Kat. ¢.: MLT00044 Pre mikrobiolégiu

Suprava je uréena na stanovenie citlivosti k antibiotikam baktérii ¢eladi Enterobacteriaceae 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 Il bujonu a pridania bakterialnej suspenzie. Po 16-20 hodinovej inkubacii su vysledky od¢itané
vizualne alebo readrom. Na testovanie citlivosti na antibiotika uréenych na lie€bu zavaznych infekcii hlavne u hospitalizovanych pacientov doporu¢ujeme pouzit stipravu MIC
G-l a stpravu MIC G-lIl.

Suprava obsahuje:

« 10 vySetrovacich dosticiek

* 1 viecko

* 10 ks PE sackov

Skladovanie a expiracia supravy:

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

Potreby pre prdcu so stpravou, ktoré nie st sucastou stupravy:

<  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

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

« Etanol

«  Sterilné skimavky

* 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 60-100 pl

« Denzitometer (napr. DENSILAMETER Il kat. €. INS00062)

* Inkubator 35+2°C

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

*  Program ErbaExpert

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

Pracovny postup

Priprava bakteridlnej suspenzie a inokulacia:
A) Inokulacia inokulatorom:

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrante féliu. Oznacte dostiCku typom supravy (G-l). Zaznamenajte Cislo vySetrovanej kultury na prislusna dosticku.
Rozpipetujte do vSetkych jamiek dosticky po 100 pl suspezného média MIC.

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

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

3) Z bakteridlnej 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 odstrante foliu. Oznacte dosticku typom supravy (G-1). Zaznamenajte Cislo vySetrovanej kultdry na prislusnd dosti¢ku. Roz-
plfite suspenzné médium MIC s inokulom po 100 pl do kazdej jamky dosticky.

Poznamka: Dosticku spracujte do 60 minut po vybrati z aluminiového sacku.

Inkubdcia:

Nainokulovanu dostic¢ku vlozte do prilozeného 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 sacku. Na odcitanie narastu v jamkach zvolte spdsob, ktory je pre Vas najoptimalnejsi:

1) Odg¢itajte oproti Sedému pozadiu alebo oproti tabulke dosticky v navode.

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Pouzitie lupy sa nedoporucuje.

4) Odg¢itajte 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 najnizSou koncentraciou antibioti-
ka, ktora zamedzi okom viditelnému rastu baktérii. Iba u Trimetoprimu/sulfamethoxazolu musi byt MIC od¢itana pri najnizSej koncentracii, ktora inhibuje rast
priblizne o 2 80% v porovnani s jamkou pre kontrolu rastu. U Kolistinu méze dochadzat’ aj k velmi slabému rastu, ktory sa povazuje za pozitivny vysledok.
V pripade pochybnosti o pritomnosti narastu v jamkach pouzite pre odocet ErbaScan. 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
AMP AMS CFZ CXM AZT GEN AMK COL T/s CIP CMP TET

A 128 128/64 16 64 16 32 64 16 476 8 32 32
B 64  64/32 8 32 8 16 32 8 2/38 4 16 16
C 32 32116 4 16 4 8 16 4 119 2 8 8
D 16 16/8 2 8 2 4 8 2 0,5/9,5 1 4 4
E 8 8/4 1 4 1 2 4 1 025475 0,5 2 2
F 4 4/2 0,5 2 0,5 1 2 0,5 012238 0,25 1 1
G 2 21 0,25 1 0,25 0,5 1 0,25 006119 0,42 0,5 0,5
H 1 105 0,212 05 012 025 05 0,12 00306 0,06 0,25 K
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Interpretacia:

V zavislosti na narodnych alebo laboratérnych standardoch je nutné pouzit aktualne interpretaéné tabufky EUCAST (1), CLSI M100 (2) alebo dal$ie interpretacné kritéria, napr. EUCAST Expert Rules
(4) alebo CLSI M07 (5). Pri interpretécii vysledkov je potrebné zohradnit druhovu identifikaciu kmena, pdvod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne vysledky dopliiujicich testov.

Dal$ou moznostou vyhodnotenia je vyuZitie expertného systému v programe ErbaExpert.

Rezistencia na CXM, CFZ, AZT upozorriuje na moznost tvorby ESBL. Konfirmacné testy sa vykonavaju podla doporuc¢enia EUCAST (3) alebo podla CLSI dokumentu M100 (2).

Je nutné vo vysledku opravit citlivost' niektorych kmerov (predovsetkym Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp.) ku betalaktamovym antibiotikom na rezistentné podra ich
prirodzenej rezistencie. Ide o nedostato¢nou produkciu betalaktamazy in vitro.

Kmene Proteus spp., Morganella morganii a Providencia spp. su rezistentné na kolistin.

Kontrola kvality:
Na kontrolu kvality stipravy odpori¢ame pouzivat vSetky nizSie uvedené kontrolné kmene. Pri vyhodnoteni vysledkov testovania kontrolnymi kmerimi sa riadte aktualnym standardom EUCAST alebo
CLSI. Pre kontrolu je nutné pouzivat Cerstvé, nepasazované kmene.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK COoL TS CIP CMP TET
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,06-0,5 0,25-1 0,5-4 0,25-1 <0,5/9,5 0,004-0,015 2-8 0,5-2
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK CoL TS CIP CMP TET

- - - - 2-8 0,5-2 1-4 0,5-2 8/152-32/608 0,125-1 - 8-32
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
AMP AMS R R R R R R R } R
>32 8/4-32/16
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 pozitivne)
MIC (mg/l)
B B R B R R B CoL R R R R
4* (vynimocne 2 alebo 8)

* Hodnota plati pre = 90 % izolatov, v ojedinelych pripadoch moze byt pozorovana MIC 2 alebo 8 mg/L (zdroj: EUCAST)

ATCC-American Type Culture Collection

CCM-Ceska sbirka mikroorganismii, Masarykova univerzita, prirodovédecka 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 nebezpeéné.

Likviddcia pouzitého materialu:

Po pouziti viozte dosticku do nadoby pre infekény material a likvidujte podla vlastnych internych predpisov, autoklavujte alebo znicte 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 M0O7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Datum revizie: 12. 3. 2025
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MIKROLATEST ©

C€ MIC G-I ©D

Kat. ¢.: MLT00044 Pro mikrobiologii

centrace, ktera zamezi viditelnému rlstu 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. Pro testovani citlivosti k antibiotikiim uréenych pro Ié¢bu zavaznych infekci zejména u hospitalizovanych pacientt doporu¢ujeme pouzit se soupravou
MIC G-I i soupravu MIC G-II.

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 folie nenechavejte jiz oteviené desticky bez ochrany. Vzdu$na vihkost ohrozuje
funkénost antibiotik!!!

Potreby pro praci 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 ErbaDip (kat. ¢. 50004456)

«  Sterilni Petriho misky

«  Sterilni vanicky 60 ml (kat. €. 50004457)

* Krokovaci pipeta na 100 pl nebo multikanalova pipeta 100 pl

* Pipeta na 60-100 pl

« Densitometer (napf. DENSILAMETER Il kat. €. INS00062)

* Inkubator 35+2°C

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

*  Program ErbaExpert

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

Priprava bakterialni suspenze a inokulace: Pracovni postup
A) Inokulace inokulatorem

1) Vyjméte desticku z hlinikového obalu a sejméte félii. Oznacte desticku typem soupravy (G-1) 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 McFarland.

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

5) Inokulujte rozplnénou desticku pomoci sterilniho inokulatoru: inokulator smocte v Petriho misce s etanolem a oZzehnéte 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 sus-
penzi 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 setfete 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-1) a zaznamenejte ¢islo 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 vlioZte do pfilozeného PE sacku, jehoz okraje zahnete pod desku tak, aby nedochazelo k vysychani inokula.

Desti¢ku vioZte do termostatu 3542 °C na 16—20 hod.

Vyhodnoceni:

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

1) Odecitejte proti Sedému pozadi nebo oproti 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:

blizné o 2 80% v porovnani s jamkou pro kontrolu ristu. U Kolistinu miize dochazet i k velmi slabému rastu, ktery se povazuje za pozitivni vysledek. V pfipadé
pochybnosti o pfitomnosti naristu v jamkach pouzijte pro odecet ErbaScan. 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
AMP AMS CFZ CXM AZT GEN AMK COL T/S CIP CMP TET

A 128 128/64 16 64 16 32 64 16 476 8 32 32
B 64 64/32 8 32 8 16 32 8 2/38 4 16 16
C 32 3216 4 16 4 8 16 4 119 2 8 8
D 16 16/8 2 8 2 4 8 2 05095 1 4 4
E 8 8/4 1 4 1 2 4 1 025475 0,5 2 2
F 4 4/2 0,5 2 0,5 1 2 0,5 1012238 0,25 1 1
G 2 21 0,25 1 0,25 0,5 1 0,25 006119 0,42 0,5 0,5
H 1 10,5 0,12 05 012 025 05 0,12 00306 0,06 0,25 K
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Interpretace:

V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit aktuaini interpreta¢ni tabulky EUCAST (1), CLSI M100 (2) nebo dalsi interpretacni kritéria, napf. EUCAST
Expert Rules (4) nebo CLSI MO7 (5). Pri interpretaci vysledku je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, plvod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky dopliiujicich testa.
Dal$i moznosti vyhodnoceni je vyuziti expertniho systému v program ErbaExpert.

Rezistence k CXM, CFZ, AZT upozoriiuje na moznost tvorby ESBL. Konfirmaéni testy se provadi dle doporué¢eni EUCAST (3) nebo CLSI dokumentu M100 (2).

Je nutno ve vysledku opravit citlivost nékterych kment (pfedevsim Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp.) k betalaktamovym antibiotikim na rezistentni dle
jejich pfirozené rezistence. Jde o nedostate¢nou produkci betalaktamazy in vitro.

Kmeny Proteus spp., Morganella morganii a Providencia spp. jsou pfirozené rezistentni ke kolistinu.

Kontrola kvality:
Pro kontrolu kvality doporu¢ujeme pouzivat véechny nize uvedené kontrolni kmeny. Pfi vyhodnoceni vysledku testovani kontrolnimi kmeny se fidte aktualnim standardem EUCAST nebo CLSI. Pro
kontrolu je nutné pouzivat Cerstvé, nepasazované kmeny.

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK CoL TS CIP CMP TET
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,06-0,5 0,25-1 0,5-4 0,251 <0,5/9,5 0,004-0,015 2-8 0,5-2
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM AZT GEN AMK COL TS CIP CMP TET

- - - - 2-8 0,5-2 1-4 0,5-2 8/152-32/608 0,125-1 - 8-32
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
AMP AMS R B B R R B B R R B
>32 8/4-32/16
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 pozitivni)
MIC (mg/l)
CoL
- - - - - - - 4* - - - -
(vyjimeéné 2 nebo 8)

*Hodnota plati pro = 90 % izolatd, v ojedinélych pfipadech mize byt pozorovana MIC 2 nebo 8 mg/L (zdroj: EUCAST)

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

NCTC—National Collection of Type Cultures

Ochrana zdravi:

Komponenty soupravy neobsahuji nebezpecné latky.

Likvidace pouZitého materialu:

Po pouziti vlozte desticku do nadoby pro infekéni materidl a likvidujte dle vlastnich internich predpistim, autoklavujte nebo znicte spalenim.

Prazdné papirové obaly se pfedaji do sbéru k recyklaci.
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