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Kat. ¢.: MLT00046 Pro mikrobiologii
race, kterd zamezi viditelnému rastu bakterii. Obsahuje 10 stanoveni.

Principem testu je rehydratace antibiotik v jamkach pomoci Mueller Hinton Il bujonu a pfidani bakterialni suspenze. Po 16—20hodinové inkubaci jsou vysledky odecitany vizualné nebo
pomoci readru.

Souprava obsahuje:

« 10 vySetfovacich desek

* 1 vitko (nesterilni)

+ 10 ks PE sacku

Skladovaéni a exspirace soupravy:

Skladovani je doporu¢eno pfi (+2 az +25) °C, exspirace je vyznacena na obalu. Po vyndani z chladnic¢ky nechejte desticky temperovat pfi pokojové teploté minimainé 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 prdci se soupravou, které nejsou soucdsti soupravy:

«  Sterilni nepufrovany fyziologicky roztok

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

« Etanol

«  Sterilni zkumavky

* Inokulator ErbaDip kat. €. 50004456

«  Sterilni Petriho misky

«  Sterilni vani¢ky 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.)

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

Priprava bakterialni suspenze a inokulace: Pracovni p OStuP

A) Inokulace inokulatorem

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

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

3) Z 18-24 hodinové kultury na krevnim agaru setfete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o 0,5 McFarland. Je dlleZité vénovat specialni pozor-
nost pfipravé homogenni suspenze predevsim u pseudomonad. Alternativné muze byt pouzita rlistova metoda: 3-5 kolonii je pfeneseno do zkumavky s vhodnym bujonem a inkubovano
az do pomnozeni na denzitu 0,5 McFarland. Pokud je tato denzita pfekroCena, je hustota suspenze upravena sterilnim fyziologickym roztokem nebo bujonem na pozadovany zakal o
hodnoté 0,5 McFarland.

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

5) Inokulujte rozpInénou desti¢ku 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 suspenzi a opakujte inokulaci 2.
poloviny desticky.

B) Inokulace pipetou

1) Pripravte zkumavku s 2 ml fyziologického roztoku.

2) Z18-24 hodinové kultury na krevnim agaru setfete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5 McFarland. Je dulezité vénovat specialni
pozornost pfipravé homogenni suspenze predevsim u pseudomonad. Alternativné mlze byt pouzita ristova metoda: 3—5 kolonii je pfeneseno do zkumavky s vhodnym bujonem a inku-
bovano az do pomnozeni na denzitu 0,5 McFarland. Pokud je tato denzita pfekrogena, je hustota suspenze upravena sterilnim fyziologickym roztokem nebo bujonem na poZadovany
zakal o hodnoté 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 (NEFERM) a zaznamenejte Cislo vySetfované kultury. Rozpliite suspenzni médium MIC s inokulem po
100 pl do kazdé jamky.

Poznamka: Destitku 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.

Desti¢ku vlioZte do termostatu 35+2 °C na 16-20 hod. Pokud u pomalu rostoucich kmenu bakterii (napf. Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia a Pseudomonas
aeruginosa z cystickych fibros) nelze MIC odecist, inkubace se prodlouzi o 20 hodin pfi pokojové teploté.

Vyhodnoceni:

Desticku vyjméte z PE sacku. Pro odecitani narlistu 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 identifikaniho softwaru.

Prosim vénujte pozornost:

V jamce s kontrolou rustu (K) musite vidét narust! Jestlize narust neni, test NELZE HODNOTIT! Jako MIC je hodnocena jamka s nejnizsi koncentraci antibiotika, ktera zamezi
okem viditelnému rastu bakterii. Pouze u Trimetoprimu/sulfametoxazolu musi byt MIC odecitana pfi nejnizsi koncentraci, ktera inhibuje rast pfiblizné o 2 80 % v porovnani
s jamkou pro kontrolu rastu. U Kolistinu mize dochazet i k velmi slabému rustu, ktery se povazuje za pozitivni vysledek. V pfipadé pochybnosti o pfitomnosti nartstu v
jamkach pouzijte pro odecet ErbaScan. OdliSte zrnéni od pripadnych bublin! Vysledky zaznamenejte.

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

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC TI/S

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64 64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32/16 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0,595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 025475
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 0,5 0,25 0,25 012238
G 21 2 2/4 025 025 025 0,5 1 025 0,2 0,12 0,061,19
H 1/0,5 1 1/4 012 0,42 012 0,25 0,5 0,12 0,06 0,06 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro nefermentujici bakterie dle interpretacnich tabulek EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia Acinetobacter spp.

Antibiotikum Zhratia Citlivy mlenc:?érr-nl' Rezistentni Citlivy mlent;?a'r;m' ?:nztl:l- Citlivy mlen(:?a'r;ni Rezistentni

S \ R S \ R S 1 R
Ampicilin / sulbaktam AMS - - - IE |E
Piperacilin PIP < 0,001 0,002-16 =32 IE IE
Piperacilin / tazobaktam PIT <0,001/4 0,002/4-16/4 > 32/4 IE IE
Ceftazidim CAZ <0,001 0,002-8 =16 - - -
Aztreonam AZT < 0,001 0,002-16 =32 - - -
Meropenem o MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Meropenem (meningitida) <2 >4 <2 >4
Gentam!c!n (lsystémové‘infe.kce) GEN E IE (=4) (=8)
Gentamicin (infekce mocovych cest) <4 28
Am!kac?n (_systémove"infe’kce) AMK (£16) (=32) (£8) (=16)
Amikacin (infekce mocovych cest) <16 =32 <8 216
Kolistin COL <2 > 4* <2 >4
Ciprofloxacin CIP < 0,001 0,002-0,5 21 <0,001 0,002-1 >2
Tigecyklin TGC - - - IE IE
Trimetoprim/sulfametoxazol T/S - - - <0,001/0,019 | 0,002/0,038-4/76 | = 8/152 <2/38 4/76 > 8/152

*plati pro MIC = 4
ATU (Areas of Technical Uncertainty) - pfed interpretaci vysledk( provedte jednu z variant:
- Opakovani testu
- Pouziti alternativniho testu
- Snizeni kategorie citlivosti
- Uvedeni ATU v reportu
Vice na www.eucast.org

Tab 3: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro nefermentujici bakterie dle dokumentu CLSI (2)

Pseudomonas Stenotrophomonas maltophilia .
. . : Acinetobacter spp.
aeruginosa Burkholderia cepacia
Zkratka - - -
L Citlivy Inter- | pezistentni Citlivy Inter- | pezistentni Citlivy Inter- | pezistentni

Antibiotikum mediarni mediarni mediarni

S ) R S 1 R s ) R
Ampicilin / sulbaktam AMS < 8/4 16/8 >32/16
Piperacilin PIP <16 32 264 <16 32-64 >128
Piperacilin / tazobaktam PIT <16/4 32/4 > 64/4 <16/4 32/4-64/4 > 128/4
Ceftazidim CAZ <8 16 >32 <8 16 >32 <8 16 >32
Aztreonam AZT <8 16 =32

<4 8 216
Meropenem MER <2 4 28 jen pro jen pro jen pro <2 4 28
B. cepacia B. cepacia B. cepacia

Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 >16
Amikacin AMK <16 32 > 64 <16 32 > 64
Kolistin COL <2 >4 <2 >4
Ciprofloxacin CIP <05 1 22 <1 2 24
Tigecyklin TGC
Trimetoprim/sulfametoxazol T/S < 2/38 > 4/76 < 2/38 > 4/76

Poznamky k interpretacim:

Dle stanovené MIC se testovany kmen fadi do kategorie citlivy — intermediarni - rezistentni k danému antibiotiku na zakladé aktualnich interpretacnich tabulek EUCAST (1) nebo CLSI
dokumentu M100 (2). IE dle EUCAST (1) indikuje, Ze neni dostatek diikazti o tom, ze Acinetobacter spp. je dobrym cilem pro Iéébu danym antibiotikem. Vysledek mize obsahovat MIC
s komentarem, avsak bez kategorizace S, | nebo R.

Aminoglykosidy (EUCAST) — u systémovych infekci musi byt aminoglykosidy pouzivany v kombinaci s jinou aktivni terapii. Za téchto okolnosti Ize breakpointy v zavorkach pouzit k odliSeni organismu
se ziskanymi mechanismy rezistence a bez nich. U izolati bez mechanism rezistence uvedte ve zprave komentar: ,Aminoglykosidy se ¢asto podavaji v kombinaci s jinymi latkami, a to bud na podporu
aktivity aminoglykosidl, nebo na rozsiteni spektra Ié¢by. U systémovych infekci musi byt aminoglykosid dopInén jinou aktivni terapii.”

V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit dal$i interpretacni kriteria, napf. EUCAST Expert rules (3) nebo CLSI dokument M100 (2) a M0O7 (4). Pfi interpretaci
vysledku je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, puvod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky doplfiujicich testt. U druhl S. maltophilia a B. cepacia doporu¢ujeme hodnotit
MIC pouze u antibiotik doporu¢enych dle EUCAST nebo CLSI.

Kontrola kvality:
Pro kontrolu kvality doporuéujeme pouzivat vSechny niZze uvedené kontrolni kmeny. Pfi vyhodnoceni vysledkl testovani kontrolnimi kmeny se fidte standardem EUCAST nebo CLSI. Pro kont-
rolu je nutné pouzivat cerstvé, nepasazované kmeny.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mg/l)

AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COoL CIP TGC TS
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,125-1 0,5-2 1-4 0,54 0,125-1 - -
CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)

AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COoL CIP TGC T/S

2/1-8/4 1-4 1/4-8/4 0,06-0,5 0,06-0,25 0,008-0,06 0,25-1 0,54 0,25-2 0,004-0,015 0,03-0,25 <0,5/9,5
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
AMS PIP PIT
8/4-32/16 > 64 0,5/4-2/4
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 pozitivni)
MIC (mg/l)
coL
- - - - - - - 4* (vyjimecné - - - -
2 nebo 8)
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)

MIC (mg/l)

_ PIT _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

8-32

*Hodnota plati pro 2 90 % izolatu, v ojedinélych pripadech 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

Ochrana zdravi: Komponenty soupravy nejsou klasifikovany jako nebezpecné.

Likvidace pouzitého materialu: Po pouziti viozte desticku do nadoby pro infekéni materidl a likvidujte dle viastnich internich pfedpistm, autoklavujte nebo znicte spalenim. Prazdné papirové obaly se
predaji 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; 2018.

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

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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Cat. N.: MLT00046 For microbiology
The kit is designed to test antimicrobial susceptibility of Gram-negative non-fermentative bacteria on the basis of MIC (minimal inhibitory concentration) determination, i.e. the lowest con-
centration, which inhibits bacterial growth. The kit contains 10 examinations (plates). The test is based on the rehydration of antibiotics in the wells with Muller 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 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)

«  Muller 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

«  Astepper or multichannel pippete for dosage of 100 pl

* Apippete 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.)

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 (NEFERM) 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 McF scale in physiological solution. It is necessary to give extra
attention to achieving a smooth suspension of 0.5 McFarland when preparing inoculum of Pseudomonas spp. The growth method can be used alternativelly: 3-5 colonies are transfered
into a tube with suitable broth medium and incubated until the turbidity of 0.5 Mc Farland is achieved or exceeded. The turbidity of the broth culture is adjusted with sterile saline or broth
to 0.5 Mc Farland standard.

4) Pour the bacterial suspension into a sterile Petri dish.

5) Use sterile inoculator to inoculate the plate: dip inoculator into Petri dish with ethanol and flame it. Dip the cooled inoculator into a Petri dish with prepared bacterial suspension. A
thin film of bacterial suspension is adhered to metal spikes of inoculator. Transfer inoculum to the first half of the plate by dipping into wells and carefull mixing. Make a new dip into the
Petri dish with prepared bacterial inoculum and inoculate the second half of the plate.

B) Inoculation with pippete

1) Prepare a tube with 2 ml of physiological solution.

2) Remove few colonies from 18-24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution. It is necessary to
give extra attention to achieving a smooth suspension of 0.5 McFarland when preparing inoculum of Pseudomonas spp. The growth method can be used alternativelly: 3-5 colonies
are transfered into a tube with suitable broth medium and incubated until the turbidity of 0.5 Mc Farland is achieved or exceeded. The turbidity of the broth culture is adjusted with sterile
saline or broth to 0.5 Mc Farland standard.

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 (NEFERM) 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+2 °C for 16—20 hours.
If MIC can not be evaluated in slowly growing strains (e.g. Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia and Pseudomonas aeruginosa from cystic fibrosis) extend the
incubation for another 20 hours at room temperature.

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 Trimehtoprim/sulfamethoxazol, a well with 2 80 % growth inhibition compered 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 " 12
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC TI/S

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64  64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32116 32  32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0.5/9.5
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0.5 0.5 025475
F 4/2 4 4/4 0.5 0.5 0.5 1 2 05 0.25 0.25 012238
G 2/1 2 2/4 025 025 025 0.5 1 025 012 0.12 0.06/1.19

H 1/0.5 1 14 012 012 012 025 0.5 012 0.06 0.06 K
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Tab. 2: Clinical MIC Breakpoints (in mg/l) for Gram-negative non-fermentative bacteria according to EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia Acinetobacter spp.

Antiblotics Abbr. Sensitive n:::i‘ia;e Resistent Sensitive mI::l?;;e Resistent | Sensitive mI:::i};e Resistent

S | R S | R S | R
Ampicillin / sulbactam AMS - - - IE IE
Piperacillin PIP <0.001 0.002-16 232 IE IE
Piperacillin / tazobactam PIT <0.001/4 0.002/4-16/4 > 32/4 IE IE
Ceftazidime CAZ <0.001 0.002-8 216 - - -
Aztreonam AZT <0.001 0.002-16 =32 - - -
Meropenem o MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Meropenem (meningitis) <2 >4 <2 24
Gentamicin (systemic infections) (=4) (=8)
Gentamicin (infections originating GEN IE IE <4 28
from the urinary tract)
Amikacin (systemic infections) (<16) (232) (£8) (216)
Amikacin (infections originating from AMK <16 =32 <8 =16
the urinary tract)
Colistin COL <2 >4* <2 >4
Ciprofloxacin CIP <0.001 0.002-0.5 =1 <0.001 0.002-1 =2
Tigecycline TGC - - - IE IE
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S - - - <0.001/0.019 | 0.002/0.038-4/76 | = 8/152 <2/38 4176 > 8/152

*applies to MIC = 4
ATU (Areas of Technical Uncertainty) - before interpretation of results:
- Repeat the test
- Use an alternative test
- Downgrade the susceptibility category
- Include the uncertainty as part of the report
More on www.eucast.org
Tab. 3: Clinical MIC Breakpoints (in mg/l) for Gram-negative non-fermentative bacteria according to CLSI (2)

Pseudomonas Stenotroph ! I op hilia Acinetobacter spp.
aeruginosa Burkholderia cepacia
_— Abbr. Sensitive Inter- Resistent Sensitive Inter- Resistent Sensitive Inter- Resistent

Antibiotics mediate mediate mediate

S | R S | R s | R
Ampicillin / sulbactam AMS <8/4 16/8 > 32/16
Piperacillin PIP <16 32 > 64 <16 32-64 2128
Piperacillin / tazobactam PIT < 16/4 32/4 > 64/4 < 16/4 32/4-64/4 > 128/4
Ceftazidime CAZ <8 16 > 32 <8 16 > 32 <8 16 > 32
Aztreonam AZT <8 16 =32

<4 8 216
Meropenem MER <2 4 =8 only only only <2 4 =8
B. cepacia B. cepacia B. cepacia
Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 =16
Amikacin AMK <16 32 264 <16 32 > 64
Colistin COL <2 >4 <2 >4
Ciprofloxacin CIP <0.5 1 =2 <1 2 >4
Tigecycline TGC
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S <2/38 > 4/76 <2/38 > 4/76
Interpretation:

The tested strain is categorised as sensitive-intermediate-resistant to a particular antibiotic on the basis of MIC determination. This categorisation is based on EUCAST: Breakpoint (1)
or according to CLSI document M100 (2). ,,IE“ indicates that there is insufficient evidence that the species in question is a good target for therapy with the drug. An MIC with a comment
but without an accompanying S, | or R categorisation may be reported.

Aminoglycosides (EUCAST) - for systemic infections, aminoglycosides must be used in combination with other active therapy. In this circumstance, the breakpoint in brackets can be used to distinguish
between organisms with and without acquired resistance mechanisms. For isolates without resistance mechanisms, include a comment in the report: “Aminoglycosides are often given in combination
with other agents, either to support the activity of the aminoglycoside or to broaden the spectrum of therapy. In systemic infections, the aminoglycoside must be supported by other active therapy.”
Other interpretative criteria have to be used depending on national and laboratory standards, e.g. EUCAST Expert rules (3) or CLSI documents M100 (2) and M07 (4). It is necessary to take into
consideration following parameters when interpreting results: species identification, sample origin, patient case history, or resuls of additional tests. We recommend to evaluate MIC only for antibiotics
recommended by EUCAST or CLSI for S. maltophilia and B. cepacia.

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 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mg/l)

AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK CcoL CIP TGC T/S
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0.125-1 0.5-2 1-4 0.5-4 0.125-1 - -
CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)

AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK CcoL CIP TGC TS

2/1-8/4 1-4 1/4-8/4 0.06-0.5 0.06-0.25 0.008-0.06 0.25-1 0.5-4 0.25-2 0.004-0.015 0.03-0.25 <0.5/9.5
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
AMS PIP PIT
8/4-32/16 > 64 0.5/4-2/4
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 positive)
MIC (mg/l)
CoL
- - - - - - - 4* (exceptiona- - - - -
lly 2-8)
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)

C (mg/l)

_ PIT _ _ _ _ ~ _ _ _ _ _
8-32

*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

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; 2018.

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

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument M0O7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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(€ MIC NEFERM

Nr kat.: MLT00046 Do celéw mikrobiologicznych
Zestaw przeznaczony jest do oznaczenia wrazliwos$ci na antybiotyki bakterii gramujemnych niefermentujgcych na podstawie okreslenia MIC (minimalnego stezenia hamujgcego), tzn. najnizszego
stezenia, ktore zahamuje widoczny wzrost bakterii. Zestaw umozliwia przeprowadzenie 10 badan. Test oparty jest na zasadzie ponownego nawodnienia antybiotykdéw w studzienkach za pomoca
Mueller Hinton Il bulionu i dodaniu zawiesiny bakterii. Po 16—20 godzinach inkubacji wyniki odczytywane sg wizualnie lub za pomocg czytnika.
Zestaw zawiera:
« 10 plytek testowych
* 1 niesterylng pokrywe
* 10 szt. PE torebek
Przechowywanie i data waznosci zestawu:
Zestaw zaleca sig przechowywaé w temperaturze +2 do +25 °C. Termin waznosci podany jest na kazdym opakowaniu. Po wyjeciu z lodéwki nalezy ptytki pozostawi¢ w temperaturze pokojowej
przez co najmniej 30 minut, w celu ograniczenia skraplania wody. Po otwarciu aluminiowego opakowania i zdjeciu folii nie nalezy pozostawiac¢ raz otwartg ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu
zagraza prawidtowej funkcji antybiotykéw !!!
Materiafy potrzebne do pracy z zestawem, ktére nie wchodza w skifad zestawu:
*  Roztwor sterylnej soli fizjologicznej (niebuforowanej)
*  Mueller Hinton bulion Il dostosowany do kationéw (np. No$nik zawiesiny MIC nr kat. MLT00070)
+ Etanol
*  Probowki 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
*  Pipetana 100 pl
«  Densytometr (np. DENSILAMETER Il nr kat. INS00062)
* Cieplarka 35¢2 °C
+ Podstawowe wyposazenie laboratoryjne (ezy, markery, palnik, itd.)
Ostrzezenie:  Zestaw przeznaczony jest wyfgcznie do profesjonalnego zastosowania. Nalezy przestrzega¢ zasad pracy z materialem zakaznym !

. o o ) ; Sposoéb postepowania
Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej oraz inokulacja:
A) Inokulacja za posrednictwem inokulatora
1) Wyja¢ ptytke z aluminiowego opakowania i zdjg¢ ochronng foli¢ aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulacji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (NEFERM), opisa¢ numery
badanych kultur. Pipetowaé¢ do wszystkich studzienek po 100 pl nosnika zawiesiny MIC.
2) Przygotowa¢ probéwke z 12 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej). Podczas inokulacji doda¢ 100 pl nosnika zawiesiny MIC, zeby zmniejszy¢ napigcie powierzchnio-
we inokulum.
3) Z18-24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobrac¢ kilka kolinii i przygotowaé w roztworze soli fizjologicznej zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland. Nalezy zwréci¢ szczegding
uwage na przygotowanie jednorodnej zawiesiny przede wszystkim w przypadku rodzaju Pseudomonas. Jako alternatywe mozna zastosowa¢ metode wzrostowg: 3-5 kolonii przenie$¢ do
probéwki z odpowiednim bulionem i inkubowa¢ rozmnazajgc do gestosci 0,5 McFarland. W przypadku przekroczenia tej warto$ci nalezy gesto$¢ dostosowac za pomocg sterylnego roztworu
soli fizjologicznej lub bulionu do wymaganej wartosci 0,5 McFarland.
4) Tak przygotowang zawiesing wla¢ na sterylng ptytke Petriego.
5) Inokulowa¢ napetniong ptytke za pomoca sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w ptytce Petriego z etanolem i wyzarzy¢ nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzy¢ w ptytce Pe-
triego z zawiesing bakteryjng. Przenie$¢ inokulum do pierwszej potowy ptytki delikatnym krazeniem inokulatora w studzienkach. Ponownie nawilzy¢ inokulator w ptytce Petriego i powtérzy¢
inokulacje drugiej potowy ptytki.
B) Inokulacja za posrednictwem pipety
1) Przygotowac¢ probéwke z 2 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej.
2) Z18-24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobra¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesine bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland. Nalezy zwréci¢ szczegdlng
uwage na przygotowanie jednorodnej zawiesiny przede wszystkim w przypadku rodzaju Pseudomonas. Jako alternatywe mozna zastosowa¢ metode wzrostowg: 3-5 kolonii przenie$¢ do
probéwki z odpowiednim bulionem i inkubowa¢ rozmnazajgc do gestosci 0,5 McFarland. W przypadku przekroczenia tej warto$ci nalezy gesto$¢ dostosowac za pomocg sterylnego roztworu
soli fizjologicznej lub bulionu do wymaganej wartosci 0,5 McFarland.
3) Przenie$¢ 60 pl z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej (niebuforowanej) do probéwki z 13 ml nos$nika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowac.
4) Wyjgc¢ ptytke z aluminiowego opakowania i zdjgé ochronng folie aluminiowa z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulacji). Oznaczy¢ plytke rodzajem zestawu (NEFERM), opisa¢ numery
badanych kultur. Pipetowa¢ do wszystkich studzienek po 100 pl no$nika zawiesiny MIC z inokulum.
Uwaga: Przetwarzaj ptytke w ciggu 60 minut od wyjecia z aluminiowego opakowania.
Inkubacja:
Ptytke po inokulacji wiozy¢ do PE torebki, zagigé otwarty brzeg torebki pod ptytke, aby zapobiec wysychaniu inokulum. Ptytke wtozy¢ do cieplarki w temp. 35+2 °C na 16-20 godz. W
przypadku wolno rosngcych gramujemnych bakterii niefermentujgcych (np. Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia i Pseudomonas aeruginosa z mukowiscydozy) kiedy nie
mozna odczyta¢ MIC, nalezy przedtuzy¢ inkubacje o 20 godzin w temperaturze pokojowe;j.
Ocena:
1) odczyta¢ za pomocg czytelnik i identyfikacji oprogramowania.
2) odczyta¢ wizualnie na szarym tle lub na tle tabelki ptytki w instrukcji obstugi
3) odczyta¢ wizualnie na tle naturalnego lub sztucznego rozproszonego zrodta $wiatta
4) uzycie lupy nie zaleca si¢
Prosimy o zwrécenie uwagi:
W studzience z kontrolg 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. 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 pecherzykéw 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
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC TI/S

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64  64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 3216 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0,595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 025475
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 0,5 0,25 0,25 012238
G 21 2 2/4 025 025 025 05 1 025 0,12 0,12 0,061,19
H 1/0,5 1 174 012 012 012 0,25 0,5 012 0,06 0,06 K
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Tab 2: Breakpointy kliniczne MIC (mg/l) dla Enterobacteriaceae na podstawie EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Stenotroph: Itophilia Acinetobacter spp.

. Skrot Wraz. Sredniowrazl.| Oporny Wraz. Sredniowrazl. | Oporny Wraz. Sredniowrazl.| Oporny

Antybiotyk
S I R ) I R S I R

Ampicillin / sulbactam AMS - - - IE IE
Piperacylina PIP < 0,001 0,002-16 =32 IE IE
Piperacylina / tazobaktam PIT <0,001/4 0,002/4-16/4 2 32/4 IE IE
Ceftazydym CAZ < 0,001 0,002-8 =16 - - -
Aztreonam AZT < 0,001 0,002-16 232 - - -
Meropenem MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Meropenem (meningitida) <2 >4 <2 24
Gentamycyna (infekcje ogélnoustrojowe) GEN E E (s4) (28)
Gentamycyna (zakazenia drog moczowych) <4 28
Amikacyna (infekcje ogéinoustrojowe) AMK (<16) (232) (£8) (2 16)
Amikacyna (zakazenia drég moczowych) <16 232 <8 =216
Kolistyna COL <2 > 4* <2 >4
Ciprofloksacyna CIP < 0,001 0,002-0,5 21 < 0,001 0,002-1 22
Tigecyklina TGC - - - IE IE
Trimethoprim / sulfamethoxazol T/S - - - <0,001/0,019 | 0,002/0,038-4/76 | =8/152 <2/38 4/76 > 8/152

dotyczy to MIC = 4
ATU (Areas of Technical Uncertainty) - Wykonaj jeden z wariantéw przed interpretacjg wynikow:
- Powtorzyc¢ test
- Zastosowanie alternatywnego testu
- Zredukuj kategorig czutosci
- Umieszczenie ATU w raporcie
Wigcej na www.eucast.org

Tab 3: Breakpointy kliniczne MIC (mg/l) dla Enterobacteriaceae na podstawie CLSI (2)

Pseudo_monas § h philia Acinetobacter spp.
aeruginosa Burkholdena cepacra
Skrot

. Wraz. Sredniowrazl.| Oporny Wraz. Sredniowrazl.| Oporny Wraz. Sredniowrazl.| Oporny
Antybiotyk s I R s I R s I R
Ampicillin / sulbactam AMS < 8/4 16/8 > 32/16
Piperacylina PIP <16 32 =64 <16 32-64 > 128
Piperacylina / tazobaktam PIT <16/4 32/4 > 64/4 <16/4 32/4-64/4 > 128/4
Ceftazydym CAZ <8 16 =32 <8 16 =32 <8 16 > 32
Aztreonam AZT <8 16 =32

<4 8 >16
Meropenem MER <2 4 =8 tylko dla tylko dla tylko dla <2 4 28
B. cepacia B. cepacia B. cepacia
Gentamycyna GEN <4 8 16 <4 8 >16
Amikacyna AMK <16 32 > 64 <16 32 > 64
Kolistyna COL <2 >4 <2 >4
Ciprofloksacyna CIP <0,5 1 22 <1 2 >4
Tigecyklina TGC
Trimethoprim / sulfamethoxazol T/S <2/38 > 4/76 < 2/38 > 4/76
Uwagi do interpretacji:

Wg oznaczonego MIC badany szczep przyporzqdkowany jest do kategorii wrazliwy - Sredniowrazliwy — oporny na dany antyblotyk na podstawie tabeli |nterpretacyjnych EUCAST (1) lub na
podstawie dokumentu CLSI M100 (2) IE“ dla EUCAST (1) wskazuje, ze nie ma wystarczajacych dowodéw na to, ze Acir spp. jest odp dnim celem | za pomocga danego
antybiotyku. Wynik moze zawierac MIC z komentarzem, jednakze bez zaklasyfikowania do kategorii S, | lub R.

Aminoglikozydy (EUCAST) - w zakazeniach ogc’)lnoustrojowych aminoglikozydy muszg by¢ stosowane w potaczeniu z innymi aktywnymi terapiami. W tych okoliczno$ciach punkty przerwania w nawi-
asach mozna wykorzysta¢ do rozréznienia organizméw z nabytymi mechanizmami opornosci i bez nich. W przypadku izolatéw bez mechanizméw opornosci skomentuj w raporcie: ,Aminoglikozydy
sg czesto podawane w potgczeniu z innymi substancjami, albo w celu wspierania aktywnosci aminoglikozydéw, albo w celu rozszerzenia spektrum leczenia. W zakazeniach ogélnoustrojowych ami-
noglikozyd musi by¢ uzupetiony inng aktywna terapiag.”

W zaleznosci od krajowych lub laboratoryjnych standardéw mozna uzy¢ kolejne kryteria interpretacyjne, np. EUCAST Expert rules (3) dokument CLSI M100 (2) i MO7 (4). Podczas interpretacji
wynikéw nalezy wzig¢ pod uwage identyfikacje szczepu do gatunku, pochodzenie probki, wywiad chorobowy pacjenta, ewentualnie wyniki testéw uzupetniajgcych. W przypadku gatunkéw S.
maltophilia a B. Cepacia zalecamy ocenia¢ MIC wytgcznie w przypadku antybiotykéw zalecanych wg EUCAST lub CLSI.

Kontrola jakosci:

Dla kontroli jako$ci zestawu zalecamy ponizej wymienione szczepy wszystko kontrolne. Podczas oceny wynikéw testowania szczepami kontrolnymi nalezy kierowa¢ sig standardem EU-
CAST lub CLSI. Do kontroli nalezy uzy¢ swiezych szczepow.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC TS
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,125-1 0,5-2 1-4 0,54 0,125-1 - -
CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC T/S
2/1-8/4 1-4 1/4-8/4 0,06-0,5 0,06-0,25 0,008-0,06 0,25-1 0,54 0,25-2 0,004-0,015 0,03-0,25 <0,5/9,5
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
AMS PIP PIT
8/4-32/16 > 64 0,5/4-2/4
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 positive)
MIC (mg/l)
COoL
- - - - - - - 4* (nadzwyczaj - - - -
CCM 4987 Klebsiella pneumomae (ATCC 700603)
MIC (mg/l)
_ PIT _ _ _ ~ _ _ _ _ _ _
8-32

*Warto$¢ odnosi sie do 2 90 % izolatéw, w rzadkich przypadkach mozna zaobserwowac MIC 2 lub 8 mg/I (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/cem, e-mail: ccm@sci.muni.cz

Ochrona zdrowia: Odczynniki zestawu nie sg klasyfikowane jako niebezpieczne.

Likwidacja zuzytego materiatu: Po zuzyciu wszystkie ptytki nalezy wiozy¢ do pojemnika dla materiatéw zakaznych i likwidowa¢ wg wiasnych 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 expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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c € CEHCUITATECT HE®EPM (MIK) @

Homep B katanore Ne MLT00046 Ons MUKpPOGMONOrnyecknx nccnenoBaHumn
Habop npepgHasHayeH Ans onpeaeneHvst YyBCTBUTENbHOCTU HedepMeHTUPYIoLWMX rpamoTpuuatenbHbix baktepuin (HFTOB) k aHTMbBakTepuanbHbIM npenapatam Ha OCHOBaHWW OnpeferneHns
MIMK (MMHUManbHON NOAaBRsIOLWLEN KOHLEHTpaLum), T. €. HauMeHbLUE KOHLEeHTpauuu, Kotopasi nogasnseT G6akrepuanbHbiii pocT. YnakoBKka paccumMTaHa Ha onpeaeneHne YyBCTBUTENbHOCTM
10 BakTepuanbHbIx KynsTyp (10 nnaHweTtoB). MeToauka ocHoBaHa Ha pervaparaumun aHTbroTuka B nyHKax nnaHLeTa ¢ nomolbto BynboHa Mionnep-XuHToH Il 1 BHeCeHUM B NyHKW nnaHweTa
GakTepuanbHoii KyneTypbl. PesynbtaTthbl onpeaeneHnst 4yBCTBUTENBHOCTU YUYUTLIBAIOT BU3YarbHO UK C UCMOMNb30BaHWEM aBTOMAaTUYECKOro aHanusatopa-puaepa Yepes 16—20 yacoB MHKyGaLmu..
Ynakoeka codepxum:

+ 10 nnaHwWeTOB ANs onpeaerieHns YyBCTBUTENbHOCTY

. KpbILKy (He cTepunbHas)

* 10 WT. NONM3TUNEHOBbLIX NAKETUKOB

XpaHeHue u cpok 200HOCmU:

PekomeHayeTcsa XpaHuTb ynakoBky npuv Temn. oT +2 - +25 °C. Cpok rogHOCTM yKasaH Ha UHAMBWAYanbHOW antoMUHNEBON YaKoBKe Ka)/aoro nnaHLerta.

BHumaHue! Monaaaxue B NyHKM NnaHLWweTa Bnarv Bo3jyxa UNn KOHAeHcaTa MOXeT NPUBECTM K NoTepe akTUBHOCTU aHTUGUOTUKOB UM NOXHLIM pe3yniratam Tecta!l!

+ [InA npenoTBpalleHnst NonajaHns KOHAEHcaTa B NYHKU MraHlweTa HeoGXOAWMO BCKPbIBaTb WHAMBWAYarlbHYK ynakoBKy cnycTs He MeHee 30 MuHYT €€ npebbiBaHWS NPy KOMHATHON
Temneparype!

+  Tlocne BCKpbITUS MHAVBMAYATbHOW antOMUHUEBOI YNAaKOBKM He OCTaBMATh MIAHLLET OTKPLITBIM AN NPeAOTBPALLEHUS YBaXXHEHWS 1 KOHTaMUHaLWW yHOK!

PacxodHbie Mamepuaibl Heo6x00uMble 0551 8bINONIHEHUS UCCIe008aHUs, HE 8KITHOYEHHbIE 8 YNaKO8KY:

*  CrepunbHbiii husvonornyeckuin pacteop (Hebydepr3oBaHHbIii)

*  Mionnep-XuHToHa 6ynboH Il ¢ perynmpyembimM KaTMOHHBIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHanoHHas cpeda MIC /MIK/ Homep B katanore Ne MLT00070)

*  OTtaHon

*  CrepusnbHble npobupku

*  WHokynstop ErbaDip Homep B kaTtanore Ne 50004456

*  CrepunbHble Yalku Metpu

*  CrepunbHble émkoctu 60 mn Homep B kaTanore Ne 50004457

«  Crennep unu MHorokaHasnbHas nunetka go 100 mkn

* [uneTka c guanasoHom go3vposaHus 60—100 mkn

«  [JOeHcutometp (Hanp.: DENSILAMETER Il Homep B kaTtanore Ne INS00062)

*  Tepmocrar, 35+2 °C

«  CraHgapTHOe ocHalleHue BakTepuonormyeckoi naboparopum (NeTnum, Mapkep, ropenka u T. a.)

BHumaHue: Habop npedHa3Ha4yeH mosibKo O71s npogheccuoHanbHo20 ucnosb3oeaHusi ! Cobnrodalime npasuna pabomsi ¢ UHE ) M puanom !

UHcmpyKyusi no npuMmeHeHuro

lMpuz2omosneHue 6akmepuanbHOU CycreH3UU U UHOKYIsauuUs (pekoMeHdayuu no npouedype):

A) WHokynauus nnaHweTa ¢ UCMONbL30BaHUEM UHOKYNATOpa:

1) [ocTaHbTe nNnaHwWeT U3 MHAMBUAYaNbHOW antoMUHWEBOW YNakoBKW W yAanuTe antoMUHUEBOE MOKPbITYE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe mapkvupoBky o Tune nnaHweTta (Hanp.: NEFERM) Ha
pamKy Ans npefoTepalleHust owmboK Npu yuéTte pedynsTaToB nocne nHkybauun. 3anviumTe Ha nnaHweTe Homep uccnedyemMon 6aktepuanbHoi KynbTypbl. BHecute no 100 MK CycneH3VoHHOM
cpefbl B Kaxaylo NyHKY NnaHLwera.

2) ToprotoBbTe Npobupky ¢ 12 Mn dmanonoruyeckoro pacteopa. flo6asste 100 Mk cycneHavoHHo cpeabl MIC Ans yMeHbLUEHNS NOBEPXHOCTHOTO HATSXKEHNS.

3) [purotoBbTe BakTepuanbHyto cycneHsunto ¢ MyTHocTbo 0,5 no Mak®apnaHay 13 HeCKONbKMX KONIOHUIA YMCTON 18—24 4acoBOW KynbTypbl, BbipalleHHOM Ha KpoBsSIHOM arape. BaxHo obpatntb
ocoboe BHMMaHWe Ha NoAroToBKy OAHOPOAHON CycneH3umn, ocobeHHo B Pseudomonas.

4) TepeHecute GakTepuanbHylo CyCNeH3unto B CTEPUNbHYLO Yaluky Metpu.

5) Wcnonb3yiiTe cTepusibHbIA UHOKYNSATOP ANS MHOKYNALUWM B MAAHLLET: NOrpy3nTe WHOKYMATOP B YallKy MeTpu ¢ 3TaHONMoM 1 06oXruTe B NemMeHun ropenku. 3atem oxnaanute UHOKYNSTOp.
MorpyanTte MHOKyNsTOp B Yaluky Metpu ¢ GaktepuanbHoit cycneHanei. ToHkas nnéHouka GaktepuanbHON CycneHaun aaresupyeTcst Ha NOBEPXHOCTU METanMMYeckux Ui nHokynsitopa. Mepexecute
VHOKYIIOM Ha MONOBUHY MiaHLLETa C yxe [o6aBreHHON CYCreH3MOHHO CPejoi, MOrpy3uTe UMbl B JYHKU M akkypaTHO cMeLuaiTe. BbinonHuTe Takyto xe npoLeaypy Anst BTOPOiA NOMOBWHbLI MaHLLeTa.
B) WHoKkynsuusa nnaHweTa ¢ MCNoONb30BaHMEM NUNETKU

1) TMoproTtoBbTe NPOBUPKY € 2 M OM3NONOrMYECKOro pacTBopa.

2) [puroToBkTe GakTepuarnbsHyko CycneHauno ¢ MyTHocTbio 0,5 no MakdapnaHay 13 HECKOIbKUX KOTOHWIA YucTol 18—24 4acoBO KyNnbTypbl, BbIpALLEHHOW Ha KPOBSIHOM arape. BaxHo o6paTtutb
oco6oe BHYMaHVe Ha NoaroToBKY OAHOPOAHOM CycrneH3un, ocobeHHo B Pseudomonas.

3) [MMomectute 60 Mkn GakTepuanbHoi cycneHsun B npobupky ¢ 13 mn cycneHanoHHoln cpegbl MIC, TwarensHo nepemeluante.

4) [ocTtaHbTe NnaHWeT U3 UHAMBUAYaANbHOW antoMWHUEBOW YNaKOBKU U yaanuTe antoMUHUEBOE MOKPbITUE C NMOBEPXHOCTW. HaHecuTe mMapkmpoBky o Tune nnadweTta (Hanp.: NEFERM) Ha
pamMKy Ans npefoTBpalleHnst oLWMBOoK Npu y4éTe pesynsTaToB nocne MHkyGaumu. 3anuwmTe Ha nnaHweTe HOMep uccneayemon GaktepuanbHoW KynbTypbl. IHOKyNUpyinTe B KaXayko NyHKY
nnaxweta no 100 mMkn GakTepuanbHON CycrneH3nu, NPUroTOBIIEHHO B CycrneH3noHHol cpege MIC.

lMpumeyaHue: O6paboTaiTe AMCK B TeveHe 60 MUHYT Nocne BbIHUMaHUS 13 MeLLKa

WHky6ayus:

MomecTnTe NNaHLWeT ¢ BHECEHHOW B Hero GakTepuanbHON CycreHsunein B NonMaTUNEHOBbIN NakeTuk. MogorHnTe oTKpbITLIA Kpal NakeTa nog NnaHWeT Ans nNpefoTBpaLLeHns UCNapeHns BO
BpeMsi UHKyGaumn. VHkyGupyinTe nnaHwer B Tepmoctate npu 35+2 °C 16—20 yacos.

Y4yem pezynbmamoe:

[ocTtaHbTe NNaHLWeT U3 NonNuaTUIIeHOBOro NakeTuka. [Ans y4éTa pe3ynsratoB pocta B MUKpONyHKax Bblbepute Hanbonee nogxogswmin ans Bac cnoco6:

1) YuutbiBanTe pesynbrar Ha TEMHOM (POHE UMK UCMOSb3yWTe AMNs 3TOr0 MaKeT NnaHLeTa, HanevyaTaHHbIA B MHCTPYKUUK.

2) YuuTblBalTe pesynsraThbl B NPOXOASALLUMX fyvax eCTECTBEHHOMO UM UCKYCCTBEHHOTO OCBELLEHUS.

3) Wcnonb3oBaHwe yBENUYMTENBHOIO CTEKIA (Nynbl) HE PeKOMEHAYETCS.

4) McnonbayiiTe aToMaTU3NPOBaHHbIE CUCTEMbI Y4ETa pPE3ynbTaToB.

BHUMAHUE: Hanuuve pocTa B kOHTpoOsbHON nyHke (K) siBnsieTcs Heo6XoAMMbIM YCNOBUEM ANA MHTEPNPETaLMM pe3ynbTaToB onpeaeneHus YyBcTBUTeNbHoCTM! ECniv pocT B KOHTPOSbHOMN
TNyHKEe OTCYTCTBYET, TO pe3ynbTaTbl TECTa He MOryT ObITb MHTEPNPETUPOBAHbI!

MIK cuutaetcs Ta HaMMeHbLUAsi KOHLUEHTPaUMsi aHTUOMOTWMKA, NMPU KOTOPOW B JYHKE OTCYTCTBYET BUAMMLIA POCT GakTepuanbHOW KyneTypbl. WckniouveHveM siBNsieTCs TecTUpoBaHue
TpumeTonpuma/cynbcamerokcasona. MK B aTom cnyyae onpefensieTcs no Toi KOHLEHTpauuu B NyHKe NnaHLieTa, npy kotopoi Ha = 80% noaaBnsieTcsl pocT GakTepuanbsHON KynbTypbl C
CpaBHeHUN ¢ NyHKon KoHTponst (K) y KonUCTUHA MOXET BO3HUKHYTb 04eHb Crabblil POCT, UTO TaKKe CHUTAETCS NONOXUTENbHBIM Pe3ynsTaTtoM. B cnyyae CoMHeHWiA No noBoay Hanuuusi pocta B
nyHkax, ucnonb3yinte ErbaScan gnsi uteHus.

ByabTe BHUMaTENbHBI NPY OLEHKE pe3ynbTaToB: pasnuyanTe 3epHUCTLIN POCT GakTepuanbHOW KynbTypbl U Ny3blpbKU CYCNEH3VOHHOW cpefbl. 3anuwmnTe pesynsTaTbl.

Ta6bnuua 1: MakeT nnaHweTa: cepuiiHbie pa3BeAeHUs aHTUOMOTUKOB (Mr/n)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC T/S

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64  64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32/16 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0,595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 025475
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 0,5 0,25 0,25 012238
G 21 2 2/4 025 025 025 0,5 1 025 0,2 0,12 0,061,19
H 1/0,5 1 174 012 012 012 0,25 0,5 012 0,06 0,06 K
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Ta6nuua 2: Knunuyeckue kputepum oueHku MIMK (mr/n) ans HedbepmeHTUpYOWMX rpaMoTpULaTenbHbIX 6akTepuii Ha kputepusix EUCAST

Pseudomonas sp. Stenotrophc Itophilia Acinetobacter spp.
AGGp. YyecTBuU- YmepeHHo o YyBcTBU- YmepeHHo o YyBcTBU- YmepeHHo N
- . | PeaucTeHTHBIN o . | Pe3aucTeHTHbIN - - | PeancTeHTHbIN
AHTUOUOTUKMN TenbHbIN ~PEe3UCTeHTHbIN R TenbHbIU =~Pe3UCTEeHTHbIN R TenbHbIN ~PEe3UCTEeHTHbIN
S I S | S I
Ampicillin / sulbactam AMS - - - IE IE
Piperacillin PIP <0,001 0,002-16 =32 IE IE
Piperacillin / tazobactam PIT <0,001/4 0,002/4-16/4 > 32/4 IE IE
Ceftazidime CAZ <0,001 0,002-8 > 16 - - -
Aztreonam AZT <0,001 0,002-16 =32 - - -
Meropenem MER <2 4-8 216 <2 4-8 =216
Meropenem (MEHWUHIMT) <2 >4 <2 >4
- (s4) (28)

Gentamicin GEN IE IE <4 >8

- (<16) (232) (=8) (216)
Amikacin AMK <16 >32 <8 =16
Colistin COL <2 > 4* <2 >4
Ciprofloxacin CIP <0,001 0,002-0,5 =1 <0,001 0,002-1 =2
Tigecycline TGC - - - IE IE
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S - - - <0,001/0,019 |0,002/0,038-4/76 > 8/152 <2/38 4176 > 8/152

*aT10 BepHo Anst MIC =
ATU (3oHa TeXHVI‘-leCKOIA HEeomnpeAeneHHOCT NpY onpeaeneHn YyBCTBUTENBHOCTY K aHTUBMOTUKaM) - A0 UHTEPMpEeTaLun pe3ynsTaToB:
- NOBTOPUTE TECTUPOBaHNe
- UCMOSb3yNTe arbTepHaTUBHbIE TECTbI
- NOHWXauNTe KaTeropuio HyBCTBVITeJ'II:HOCTVI
- BKIOYalTe HeonpeaeneHHocTb B OTYET
Bonee nogpobHas uHdopmauus Ha cante HYPERLINK , http://www.eucast.org” www.eucast.org

Ta6nuua 3: KnuHuyeckue kputepun oueHkun MIMK (Mr/n) ana HechepmeHTUpPYOWMX rpaMmoTpULiaTenbHbIX 6akTepuit Ha kputepusx CLSI (2)

Pseudomonas Stenotrophomonas maltophilia .
aeruginosa Burkholderia cepacia Acinetobacter spp.
A66p. qucTBM: YmepeHHO | Peancrerhit ‘-Iychuv- YmepeHHO | Peaucrenhbiit LIyBcTBM: YMepeHHO | Peancrerhbiit
AHTUGUOTUKMN 'remém,m -pe:mc-rleu'rubm R 'remém,m -pe:sucrleu'rubm R Ten;ﬂbm -pezucrleu'ruhm
Ampicillin / sulbactam AMS <8/4 16/8 > 32/16
Piperacillin PIP <16 32 264 <16 32-64 =128
Piperacillin / tazobactam PIT <16/4 32/4 > 64/4 < 16/4 32/4-64/4 > 128/4
Ceftazidime CAZ <8 16 232 <8 16 232 <8 16 232
Aztreonam AZT <8 16 =32
<4 8 =16
Meropenem MER <2 4 =8 Tonbko Tonbko Tonbko <2 4 28
B. cepacia B. cepacia B. cepacia
Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 =16
Amikacin AMK <16 32 264 <16 32 =64
Colistin COL <2 24 <2 >4
Ciprofloxacin CIP <05 1 =2 <1 2 >4
Tigecycline TGC
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S <2/38 > 4/76 < 2/38 > 4/76

WHTepnpeTaums pe3ynsraToB:
Bce usyyaemblie 6akTepuarnbHble KynbTypbl MO OTHOLUEHUIO K TECTUPYEMbIM aHTUGMOTUKaM pa3fensloT Ha KaTteropum YyBcTBUTENLHLIN (S), YMepeHHO-pe3ucTeHTHbIN (l), PeaucteHTHbIN (R) Ha
ocHoBaHUM AaHHbIx o MIK. PasgeneHne Ha kateropum Gasnpytotcst Ha kputepusix EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EBponeiickuii KoMUTeT o TeCTMPOBaHuio
aHTUMUKPOGHOW YyBCTBUTENbLHOCTK): Tabnuua norp: X AnA uHTepnpeTaummn gaHHbIx MK n guameTpos 30H (1) unu CLSI gokymenTa M100 (2).

AmumHornukosnael (EUCAST) - Mpy cMCTEMHBIX MHIDEKLMSIX aMUHOTTMKO3WAb! CriedyeT UCMONb3oBaTh B COMETAHWUM C APYTMMU aKTUBHBIMM npenapatamu. [pu aTux obeTosiTenbCTBax TOHKM paspbiBa B ckobkax
MOTYT UCMONb30BATLCA A5 PasNNyeHisi OpraH3MOoB C U 6e3 NPMoOBPETEHHBIX MEXaHM3MOB YCTOMYMBOCTU. [11s1 U30MSTOB €3 MEXaHU3MOB YCTOMUMBOCTY, KOMMEHTapUIA B OTHETE: ,, AMUHOITIMKO3MAb! YacTO BBOAST
B COMETaHUM C APYrMW BeLLecTBamMu, B0 Anst NoaAepKKM aMUHOITIMKO3UAHOM aKTUBHOCTH, TGO AN pacLUMpeHnst criekTpa nedeHmst. Mpu cUCTEMHBIX MHEKLMSX aMUHOITIKO3U IOMKEH ObiTb AOMOMHEH
[PYro akTVBHOW Tepanuei.”

[pyrvie KpuTepuM MHTEPNPETaLIMM [OIMKHBI ObITh OCHOBaHbI Ha HaLMOHarbHbIX 1 nabopaTtopHbIx cTaHaapTax, Hanpumep: EUCAST Expert rules (3); CLSI Performace standards for antimicrobial susceptibility testing
CLSI M100 (2) n M07 (4). Mpu HeobxoguMocTy crneayeT NpUHATL BO BHUMAHWE NpY MHTEPNpeTaLmM pesyrnsTaToB criefytoLimne napameTpsbl: Bua baktepwii, Tun uomarepuana, ocobeHHOCTV aHamHesa nauueHTa,
a Talke pesyrnbTarbl AOMNOMHUTENbHbIX UCCIIEA0BaHWIA.

KoHmpornb ka4ecmea:

[ins BHyTpeHHero nabopaTopHOro KOHTPOIst Ka4ecTBa PEKOMEHLYIOTCS criedytoLme LWTaMmbl (CM. Tabn.). Mpu oueHke pesynstatos ucnonb3ayite ctaHaaptel EUCAST unn CLSI. Ceexwie Wwtammbl AOmkHbI BbiTe
MCrONb30BaHbI Arst POBEPKU.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
M /1

C (mgll)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC T/S
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,125-1 0,5-2 1-4 0,5-4 0,125-1 - -
CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)
MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC T/S
2/1-8/4 1-4 1/4-8/4 0,06-0,5 0,06-0,25 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 0,25-2 0,004-0,015 0,03-0,25 <0,5/9,5
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)
MIC (mg/l)
AMS PIP PIT
8/4-32/16 > 64 0,5/4-2/4
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 nonoxuTenbHbiit)
MIC (mg/l)
COL
- - - - - - - 4* (HeobblyaHO - - - -
2-8)
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
C (mg/l)
_ PIT _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
8-32

*3HayeHve oTHocUTCs K 2 90 % M30NSATOB, B PeAKMX Cryyasix MoxeT Habniogatbest MIC 2 unu 8 mr/n (uctounuk: EUCAST)

ATCC — American Type Culture Collection / AmepukaHckas Konnekumsa Tunosbix Kynbtyp

CCM — Czech Collection of Microorganisms / Yewuckas Konnekuus Mukpo6os

'MCK, MocynapcTBeHHbIn HAW cTaHaapTv3aumm u KOHTpons MeaguumMHCkux Guonoruyeckux npenaparos um. J1. A. Tapacesuya, 1. Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19
Ymunu3sayus ucrnonb3oeaHHo20 Mamepuasna: /Icnonb30BaHHbIN NaHLLET NOMecTUTe B éMKOCTb Arist c6opa MHULIMPOBAHHbIX OTXOAOB U AE3NHMULMPYITE aBTOKIaBUPOBAHWEM UMK MyTem
oxuranusi. BymaxkHyio ynakoBKy caaiite B Makynatypy.

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.

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

(4) 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 ©

(€ MIC NEFERM @

Kat. ¢.: MLT00046 Pre mikrobiolégiu
Suprava je uréena na stanovenie citlivosti Gram-negativnych nefermentujucich baktérii k antibiotikam na zéklade determinacie MIC (minimalna inhibi¢na koncentracia), tzn. najnizsej kon-
centracie, ktora zabrani viditelnému rastu baktérii. Obsahuje 10 stanoveni.

Principom testu je rehydratécia antibiotik v jamkach pomocou Mueller Hinton Il bujonu a pridania bakterialnej suspenzie. Po 16-20hodinovej inkubacii st vysledky od&itané vizualne alebo
readrom.

Suprava obsahuje:

» 10 vySetrovacich dosticiek

* 1viecko

» 10 ks PE sackov

Skladovanie a expirdcia stupravy:

Skladovanie sa doporucuije pri (+2 az +25) °C, expiracia je vyzna¢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 !!!
Potreby pre pracu so supravou, ktoré nie st sti¢astou supravy:

+  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

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

» Etanol

»  Sterilné skumavky

» Inokulator ErbaDip kat. &. 50004456

»  Sterilné Petriho misky

+  Sterilné vani¢ky 60 ml kat. 6. 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 laboratorne vybavenie (klucky, popisovace, kahan, atd.)

Upozornenie: Suprava je uréena iba na profesionadlne pouZitie. DodrzZujte zasady pre prdcu s infekénym materiadlom!

Pracovny postup

Priprava bakteridlnej suspenzie a inokuldcia:

A) Inokulécia inokulatorom

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrarite foliu. Oznacte dosticku typom supravy (NEFERM). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultury na prislusnu dosti¢ku. Rozpipetuj-
te 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 napétie inokula.

3) Z18-24 hodinovej kultury na krvnom agare zoberte niekolko kolonii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5 McFarland. Je délezité venovat Spe-
cidlnu pozornost priprave homogénnej suspenzie predovSetkym u pseudomonad. Alternativne moéze byt pouzitd rastova metdda: 3-5 kolonii je prenesenych do skimavky s vhodnym
bujénom a inkubovanych az do rozmnozenia na denzitu 0,5 McFarland. Ak je tato denzita prekro¢ena, je hustota suspenzie upravena sterilnym fyziologickym roztokom alebo bujénom
na pozadovany zakal o hodnote 0,5 McFarland .

4) Tuto suspenziu viejte do sterilnej Petriho misky.

5) Inokulujte rozplnent dostiku pomocou sterilného inokulatora: inokulator namocte v Petriho miske s etanolom a opélte nad plamerniom. Vychladnuty inokulator namocte v Petriho
miske s bakteridlnou suspenziou. Preneste inokulum do 1. polovi¢ky dosti€ky jemnym krazenim v jamkach. Znova namocte inokulator v Petriho miske s bakteridlnou suspenziou a
opakuijte inokulaciu 2. polovicky dosticky.

B) Inokulacia pipetou

1) Pripravte skimavku s 2 ml fyziologického roztoku.

2) Z 18-24 hodinovej kultary na krvnom agare zoberte niekolko kolénii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5 McFarland. Je déleZité venovat Spe-
cidlnu pozornost priprave homogénnej suspenzie predovSetkym u pseudomonad. Alternativne moéze byt pouzita rastova metdda: 3-5 kolonii je prenesenych do skimavky s vhodnym
bujénom a inkubovanych az do rozmnozenia na denzitu 0,5 McFarland. Ak je tato denzita prekro¢ena, je hustota suspenzie upravena sterilnym fyziologickym roztokom alebo bujénom
na pozadovany zakal o hodnote 0,5 McFarland .

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

4) Vyberte dosti¢ku z aluminiového sacku a odstrarite foliu. Oznacte dosticku typom supravy (NEFERM). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultiry na prislusnt dosticku. Rozplite sus-
penzné médium MIC s inokulom po 100 pl do kazdej jamky dosticky.

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

Inkubdcia:

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

Dosti¢ku vlozte do termostatu 35+2 °C na 16-20 hod. U pomaly rasttcich gramnegativnych nefermentujtcich baktérii sa inkubacia predIizi az na 48 hodin.

Vyhodnotenie:

Dosticku vyberte z PE sacku. Na od&itanie narastu v jamkach zvolte spdsob, ktory je pre Vas najoptimélnejsi:

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

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Poutzitie lupy sa nedoporucuje.

4) Odcitajte pomocou readeru a identifikacného softwaru.

Prosim venujte pozornost’:

V jamke s kontrolou rastu musite vidie narast! Ak narast nie je, test NEMOZNO HODNOTIT! Ako MIC je hodnotena jamka s najnizSou koncentraciou antibiotika, ktora zamed-
zi okom viditefnému rastu baktérii. Iba u Trimetoprimu/sulfamethoxazolu musi byt' MIC od¢itana pri najnizSej koncentracii, ktora inhibuje rast priblizne o 280 % v porovnani
s jamkou pre kontrolu rastu. U Kolistinu méze dochadzat’ aj k vel'mi 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: Rozlozenie antibiotik a ich koncentraénych radov v mg/l na dosticke

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC TI/S

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64  64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32/16 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 0,25/4,75
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 05 0,25 0,25 0121238
G 21 2 2/4 025 025 025 05 1 025 012 0,12 006/1,19
H 1/0,5 1 174 012 012 012 0,25 0,5 012 0,06 0,06 K
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Tab 2: Ciselné vyjadrenie MIC (mg/l) pre nefermentujlice baktérie podra EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Si ph Itophilia Acinetobacter spp.
Skratka P Inter- . . L Inter- . . P Inter- . .
Antibiotikum Citlivy mediarny Rezistentny Citlivy mediarny Rezistentny Citlivy mediarny Rezistentny
S | R s ) R S | R
Ampicilin / sulbaktam AMS - - - IE IE
Piperacilin PIP <0,001 0,002-16 > 32 IE IE
Piperacilin / tazobaktam PIT <0,001/4 0,002/4-16/4 > 32/4 IE IE
Ceftazidim CAZ <0,001 0,002-8 216 - - -
Aztreonam AZT < 0,001 0,002-16 232 - - -
Meropenem MER <2 4-8 =16 <2 4-8 =16
Meropenem (meningitida) <2 24 <2 24
Gentamicin (systémové infekcie) GEN IE E (£4) (=8)
Gentamicin (infekcie mocovych ciest) <4 >8
Amikacin (systémové infekcie) AMK (£16) (=232) (£8) (=16)
Amikacin (infekcie mocovych ciest) <16 =32 <8 216
Kolistin COL <2 >4* <2 >4
Ciprofloxacin CIP <0,001 0,002-0,5 21 <0,001 0,002-1 >2
Tigecyklin TGC - - - IE IE
Trimetoprim/sulfametoxazol TS - - - <0,001/0,019 | 0,002/0,038-4/76 > 8/152 <2/38 4/76 > 8/152
* plati pre MIC = 4
ATU (Areas of Technical Uncertainty) - pred interpretaciou vysledkov vykonajte jeden z variantov:
- Opakovanie testu
- Pouzitie alternativneho testu
- Znizenie kategorie citlivosti
- Uvedenie ATU v reporte
Viac na www.eucast.org
Tab 3: Ciselné vyjadrenie MIC (mgl/l) pre nefermentujiice baktérie podra CLSI (2)
Pseudomonas Stenotrophomonas maltophilia .
. . . Acinetobacter spp.
aeruginosa Burkholderia cepacia
Skratka
L Citlivy Inter- | pezistentny | Citlivy Inter- | pezistentny | Citlivy Inter- | pezistentny
Antibiotikum mediarny mediarny mediarny
S | R S | R s | R
Ampicilin / sulbaktam AMS < 8/4 16/8 > 32/16
Piperacilin PIP <16 32 > 64 <16 32-64 2128
Piperacilin / tazobaktam PIT < 16/4 32/4 > 64/4 < 16/4 32/4-64/4 > 128/4
Ceftazidim CAZ <8 16 232 <8 16 > 32 <8 16 =32
Aztreonam AZT <8 16 =32
<4 8 216
Meropenem MER <2 4 =8 len len len <2 4 =8
B. cepacia B. cepacia B. cepacia
Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 =16
Amikacin AMK <16 32 264 <16 32 264
Kolistin COL <2 >4 <2 >4
Ciprofloxacin CIP <05 1 22 <1 2 >4
Tigecyklin TGC
Trimetoprim/sulfametoxazol T/S <2/38 >4/76 <2/38 >4/76
Poznamky k interpretacii:

Podla stanovenej MIC sa testovany kmen radi do kategérie citlivy - intermediarny - rezistentny k danému antibiotiku na zaklade aktualnych interpretacnych tabuliek EUCAST (1) alebo CLSI
dokumentu M100 (2). IE podla EUCAST (1) indikuje, Ze neni dostatek dokazov o tom, Zze Acinetobacter spp. je dobrym cielom pre liecbu danym antibiotikom. Vysledok moze obsahovat”
MIC s komentarom, avSak bez kategorizacie S, | alebo R.

Aminoglykozidy (EUCAST) - u systémovych infekcii musi byt aminoglykozidy pouzivané v kombinacii s inou aktivnou terapiou. Za tychto okolnosti je mozno breakpoint v zatvorkach pouzit na odliSenie
organizmov so ziskanymi mechanizmy rezistencie a bez nich. U izolatov bez mechanizmov rezistencie uvedte v sprave komentar: ,Aminoglykozidy sa ¢asto podavaju v kombinacii s inymi latkami, a
to bud na podporu aktivity aminoglykozidov, alebo na roz$irenie spektra liecby. Pri systémovych infekcii musi byt aminoglykozid doplneny inou aktivnou terapiou.”

V zavislosti od narodnych alebo laboratornych Standard je mozné pouzit dalSie interpretacné kritéria, napf. EUCAST Expert rules (3), alebo CLSI dokumenty M100 (2) a M07 (4). Priinterpreta-
cii vysledkov je potrebné zohladnit druhovu identifikaciu kmena, pévod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne vysledky doplfiujucich testov. U druhov S. maltophilia a B. cepacia doporu¢ujeme
hodnotit” MIC len u antibiotik odporu¢anych podla EUCAST alebo CLSI.

Kontrola kvality:

Na kontrolu kvality supravy odporiu¢ame pouzivat vSetky nizSie uvedené kontrolné kmene. Pri vyhodnoteni vysledkov testovania kontrolnymi kmerimi sa riadte Standardom EUCAST alebo CLSI.
Pre kontrolu je nutné pouzivat Cerstvé, nepasazované kmene.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
MIC (mg/l)

AMS | PIP | PIT | CAZ | AZT | MER | GEN | AMK | CcoL | CIP | TGC | T/S
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,125-1 0,5-2 1-4 0,54 0,125-1 - -
CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)

AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC T/S
2/1-8/4 1-4 1/4-8/4 0,06-0,5 0,06-0,25 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 0,25-2 0,004-0,015 0,03-0,25 <0,5/9,5
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)

MIC (mg/l)

Zios | et | osaou | | | | | | | | |
8/4-32/16 > 64 0,5/4-2/4
NCTC 13846 Escherichia coli (mcr-1 pozitivne)
MIC (mg/l)
CoL
- - - - - - - 4* (vynimocne - - - -
2 alebo 8)
CCM 4987 Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)

MIC (mg/l)

B PIT R B B B R B B B R B
8-32

*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 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 nebezpe¢né.

Likvidéacia 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.
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