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C€ MIC STAPHY ENVD

Cat. N.: MLT00047 For microbiology
The kit is designed to test antimicrobial susceptibility of staphylococci on the basis of MIC determination (minimal inhibitory concentration), i.e. the lowest concentration, which
inhibits bacterial growth. The kit contains 10 examinations (plates). The test is based on the rehydration of antibiotics in the wells with Mueller Hinton Il broth and addition of
bacterial suspension. The results are read visually or by reader after 16—20 hours of incubation.

The kit contains:

* 10 plates for examination

* Alid (non-sterile)

* 10 pc of PE bags

Storage and expiration of the kit:

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

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

« Sterile physiological solution (unbuffered)

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

« Ethanol

« Sterile tubes

* Inoculator ErbaDip Cat. N. 50004456

« Sterile Petri dishes

«  Sterile basins 60 ml Cat. N. 50004457

« Astepper or multichannel pippete for dosage of 100 pl

« Apippete for dosage of 60—-200 pl

« Densitometer (e.g. 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 (STAPHY) 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 sterile tube with 12 ml of physiological solution. Add 100 pl of suspension medium MIC to decrease surface tension.
3) Remove few colonies from 18-24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5—-1,0 on McFarland scale in physiological solution.
4) Pour the bacterial suspension into a sterile Petri dish for inoculation.
5) Use sterile inoculator to inoculate the plate: dip inoculator into Petri dish with ethanol and flame it. Dip the cooled inoculator into a Petri dish with prepared bacterial
suspension. A thin film of bacterial suspension is adhered to metal spikes of inoculator. Transfer inoculum to the first half of the plate by dipping into wells and carefull mixing.
Make a new dip into the Petri dish with prepared bacterial inoculum and inoculate the second half of the plate.
B) Inoculation with pippete
1) Prepare a tube with 2 ml of physiological solution.
2) Remove few colonies from 18-24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution.
3) Place 120 pl of bacterial suspension into a tube with 13 ml of suspension medium MIC, homogenise well.
4) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover from the plate. Mark the frame with a type of kit (STAPHY)) to avoid mistake in reading results after
incubation. Record number of the examined strain on the plate.
5) Inoculate each well of the plate with 100 pl of bacterial suspension prepared in suspension medium MIC.
Note: Process a plate within 60 minutes after removing it from aluminium bag.
Incubation:
Insert the inoculated plate into a PE bag. Fold the open end of the bag under the plate to prevent evaporation during the incubation. Incubate the plate at 35°C for 16-20
hours. Staphylococci resistance to cefoxitin (MRS) may be better detected when incubated at 35°C or below. The plate is incubated for 24 hours before vancomycin is read.
Evaluation:
Remove the plate from the PE bag. To read the growth in the microwells, choose a way which is the most covenient for you:
1) Read against a grey background or against plate layout in instructions.
2) Read against natural or artifical dispersed light.
3) Usage of magnifying glass is not recommended.
4) Evaluate test using reader and identification software.
Please read with attention:
You must see a growth in the control well (K)! If the growth is not present, the test MUST NOT be evaluated! The MIC is the lowest concentration of antibiotic in
a well where no visible growth of the organism is observed. Exeption: With Trimethoprim/sulfamethoxazole, a well with =2 80% growth inhibition compared to
the growth control is considered as MIC. 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
PEN COX ERY CLI LIZ CMP TET CIP T/S GEN VAN NFT

A 4 16 8 4 16 32 8 8 476 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2/38 8 8 64
C 1 4 2 1 4 8 2 2 119 4 4 32
D 0.5 2 1 0.5 2 4 1 1 0595 2 2 16
E 0.25 1 0.5 0.25 1 2 0.5 0.5 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 0.5 1 0.25 0.25 012238 0.5 0.5 4
G 0.06 0.25 012 006 025 05 012 0.12 0.0611.19 0.25 0.25 2

H 0.03 012 0.06 0.03 012 025 0.06 0.06 0.03/06 0.12 0.12 K
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Tab 2: Clinical MIC breakpoints (in mg/l) for staphylococci

EUCAST CLsSI
Antibiotics Abbr. Sensitive Intermediate Resistent Sensitive Intermediate Resistent
S | R S | R
I <0.12 20.25
Penicillin PEN SA, Slug SA, Slug <0.12 >0.25
Cefoxiti cOX <4 28 <4 >8
efoxitin (screen) SA, Slug SA, Slug SA, Slug SA, Slug
Erythromycin ERY <1 2 24 <0.5 1-4 =8
Clindamycin CLI <0.25 0.5 >1 <0.5 1-2 24
Linezolid LIz <4 =8 <4 >8
Chloramphenicol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracycline TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <0.001 0.002-1 22 <1 2 24
Trimethoprim / sulfamethoxazole T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
. (=1) (22) < >
Gentamicin GEN SA, Coa neg SA, Coa neg <4 8 216
Vankomvein VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
y <4 Coa neg >8 Coa neg <4 Coaneg | 8-16 Coa neg | 232 Coa neg
. . <64 2128
Nitrofurantoin NFT <32 64 2128
Ssap Ssap

SA-Staphylococus aureus, Slug-Staphylococcus lugdunensis, Ssap— Staphylococcus saprophyticus
Coa neg—coagulase negative staphylococci
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
Interpretation:
The tested strain is categorised as sensitive-intermediate-resistant to a particular antibiotic on the basis of MIC determination. This categorisation is based on
EUCAST (1) or according to CLSI document M100 (2).
Penicillin: most staphylococci are beta-lactamase producers (with exception of S. saprophyticus). If <0.12 mg/l, verify susceptibility with a benzylpenicillin disc.
Cefoxitin: resistance indicates MRSA. Further confirmation tests are recommended according to EUCAST guidelines (3) or CLSI document M100 (2).
Clindamycin: if resistant to erythromycin and sensitive to clindamycin (or clindamycin intermediate) determine induction of resistance to clindamycin by testing antagonism
of clindamycin activity by a macrolide agent. If not detected, then report as susceptible to clindamycin. If detected, then report as resistant with a comment according to the
recommendation of EUCAST (1) or according to CLSI document M100 (2).
Aminoglycosides (EUCAST): for systemic infections, aminoglycosides must be used in combination with other active therapy. In this circumstance, the breakpoint in brac-
kets 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.”
Vancomycin: if resistant the strain should be referred to a reference laboratory. Follow the recommendations of EUCAST (3) or CLSI (2).
Other interpretative criteria can be used depending on national and laboratory standards, e.g. EUCAST Expert rules (4) or CLSI documents M100 (2) and MO7(5). It is
necessary to take into consideration following parameters when interpreting results: species identification, sample origin, patient case history, or resuls of additional tests.
Quality control:
We 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.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX ERY CLI LIz CMP TET CIP TS
0.25-2 1-4 0.25-1 0.06-0.25 1-4 2-16 0.12-1 0.12-0.5 <0.5/9.5

ATCC—American Type Culture Collection

CCM-Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University, Faculty of Science, Kamenice 5, building A25, 625 00 Brno, CZ, Tel. +420 549 491 430, Fax +420 549 498
289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz

Health protection:

Components of the kit are not classified as dangerous.

Disposal of the used material:

Insert the used plate into the vessel intended for the infectious material and autoclave or destroy it by incineration.

Put paper packaging waste to recycling.

Literature:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

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

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

(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically. CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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C€ CEHCUNATECT CTA®U (MI1K)

Howmep B kaTanore Ne MLT00047 Ona MMKpoGUONormnyecknx nccrieAoBaHum
Habop npegHasHaveH Ans onpefeneHns YyBCTBUTENbHOCTY CTAdhMIOKOKKOB Ha OcHoBaHuu onpepenenns MK (MyHMManbHOW NoaaBnstoleit KOHUeHTpauum), T. €. HauMeHbLUein
KOHLIEHTpaLmK, koTopasi noAaenset 6akTepuarnbHblii pOCT. YnakoBka paccumTaHa Ha onpeaeneHuve YyBcTButenbHocTr 10 6akTepuanbHbix Kynstyp (10 nnaHwertos). MeToavka ocHoBaHa
Ha perngpaTauum aHTMbnoTVKa B NiyHKax nnaHweTa ¢ nomollbio 6ynboHa Mionnep-XuHToH |l 1 BHeCeHUn B NyHKW nnaHweTa 6akTepuanbHoi KyneTypbl. Pesynstatel onpeaeneHus
YYBCTBUTENBHOCTU YYMTLIBAIOT BU3YaribHO UMK C MCMONb30OBaHMEM aBTOMATMHECKOro aHanmsatopa-puaepa Yepes 16 — 20 yacoB UHKyGaLuu.

Ynakoeka codepxum:

+ 10 nnaHLeToB ANS OnpeAeneHns YyBCTBUTENbHOCTH

*  Kpbllwky (He cTepunbHasi)

* 10 WT. NONMU3TUNEHOBbLIX NAKETUKOB

XpaHeHue u cpok 200Hocmu:

PekomeHayeTcs xpaHuTb ynakoBky npy Temnepatype ot 2—25 °C. Cpok rofHOCTY yka3aH Ha MHAVBWAYanbHO antoMMHUEBON yNakoBKe kax/aoro nnaHweTa. Heobxoaumo foctath nnaHweT
13 xonogunbHUKa He MeHee Yem 3a 30 MUHYT [0 MCMONb30BaHUs (He BCKpbIBATb MHAMBMAYaNbHYO YnakoBKy). [ocne BCKpbITUSI MHAVMBWAYaNbHOW anioMUHUEBOW YNakoBKU MiaHLLeT
criegyeT HeMeaneHHo ncnonb3oBaTth. He crieayeTt AepxaTh MaHLLET OTKPbITbIM BO 13bexaHue nagaHus Bnaryt — 3To MOXET MPUBECTY K paspyLUEHNI0 aHTUBUOTUKOB 1 NOMNYHEHWIO NIOXHbIX
pesyrnbTaToB TecTa.

Pacxo0Hble Mamepuasbl He06x00uMble O71s1 8bIMOSIHEHUST UCCIe008aHUsI, He 8KJTI0YEHHbIE 8 YaKoB8KY:

*  CTepunbHblii oamonormyeckuin pacteop (HebydepnaoBaHHbIi)

*  Miwonnep-XuHToHa 6ynboH Il ¢ perynupyembiM KaTUOHHBIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHsvoHHas cpega MIC Homep B katanore Ne MLT00070)

«  OraHon

+  CrepwrnbHble Npobupku

*  Wnokynstop ErbaDip Homep B kaTanore Ne 50004456

«  CrepunbHble Yawwku Metpn

*  CrepunbHble émkocti 60 ml Homep B kaTanore Ne 50004457

« Crennep unu MHorokaHanbHas nuneTtka o 100 mkn

* [wunetka c AManasoHom fo3upoBaHus 60—200 Mkn

*  [excutometp (Hanp.: Oexcu-Na-Metp Il Homep B katanore Ne INS00062)

*  Tepmocrart, 35+2°C

+  CraHgapTHOe ocHalleHne GakTepuonornyeckoi nabopatopum (NeTnm, Mapkep, ropenka u T. A.)

BHumaHue: Habop npedHa3Ha4eH MosibKo OJisi NpogheccuoHanbHO20 ucnonb3oeaHusi! Cobnrodalime npasuna pabomsi ¢ UHUYUPOBaHHLIM Mamepuasnom!

MHcmpyKuun no rnNpumMeHeHuUr
lMpuzomoseneHue 6akmepuanbHOU cycneH3uu (pekomeHAayuu no npoyedype) U UHOKYNSAUUS:
A) WHokynsauma nnaHweTa ¢ UCNONb30BaHMEM UHOKYNATopa:
1) [JocTaHbTe NnaHWeT U3 MHAMBUAYaNbHOW antoMUHUEBO YNAKOBKY 1 yaanuTe antoMUHUEBOE MOKPbITVE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkupoBKy o Tune nnaHweTta (Hanp.: STAPHY)
Ha pamKy Ans npefoTBpaLleHust ownbok npu y4éte pesynstaTtoB nocre nHkybaummn. 3anuwimnte Ha nnaHweTe HoMep uccreayemon 6aktepuanbHol KynbTypbl. BHecute no 100 mkn
CYCMEH3VMOHHON Cpefbl B KXKAYI0 MYHKY NnaHLieTa.
2) MMoprotoBbTe Npobupky ¢ 12 mn dusmonornyeckoro pacteopa. [lo6asste 100 Mkn cycneH3voHHo cpeabl MIC Anst yMeHbLIEHUSi TOBEPXHOCTHOMO HaTSXKEeHUS.
3) [MpuroToBkTe GakTepuanbHyto CycreHsuto ¢ MyTHocTbto 0,5—1,0 no Mak®dapnaHnay 13 HECKOMbKUX KOMOHWIA YnCTol 18-24 YacoBoii KynbTypbI, BbIPALLIEHHOM Ha KPOBSIHOM arape.
4) TepeHecuTe BakTepuanbHyo CyCNeH3unto B CTEpUnbHYO YaLuky Metpu.
5) Wcnonb3ayiTe CTEPUIIbHBIA UHOKYNATOP AN WHOKYNSILMK B MIaHLLET: NOrpyauTe MHOKYNSTOP B Yaliky [eTpu ¢ aTaHOnoM u oBoXriTe B NieMeHu ropenku. 3atem oxnagute
nHOKynsTop. MorpyanTe MHOKYNATOP B Yallky eTpu ¢ 6akTepuansHoi cycneHanein. ToHkas NnéHouka 6akTepuarnbHON CycneH3un aaresnpyeTcsa Ha NoBepXHOCTU MeTanInYecknx urn
WHoKynsiTopa. MNepeHecnTe MHOKYIIOM Ha MOMOBUHY MIaHLIeTa ¢ yxe A0OaBMNEeHHON CYCNeH3NOHHON CPEaoit, MOrpy3nTe UMbl B IYHKW U akKypaTHO cMeluaiite. BeinonHute Takyo xe
npoueaypy Ans BTOPOW NOMOBUHbI NNaHLWeTa.
B) WHokynsuus nnaHweTa ¢ UCNONb30BaHWEM NUNETKU
1) TMoprotoBkTe NPOGVPKY C 2 MIT PU3MONOTMYECKOro pacTBopa.
2) TMpurotosbTe HGakTepuanbHyto CycneHaunto ¢ MyTHOCTbIO 0,5 no MakdPapnaHay 13 HECKOMbKUX KONOHUI YncToin 18-24 YacoBoii KynbTypbl, BbIpALLEHHON Ha KPOBSIHOM arape.
3) Momectute 120 Mkn HGakTepranbHON cycneHaun B Npobupky ¢ 13 mn cycnexavnoHHon cpegbl MIC, TwaTtensHo nepemeluante.
4) [ocTaHbTe NNaHLLIeT U3 UHAMBWAYaNbHOW antoMUHNEBO YNaKoBKU U yAanuTe artoMUHUEBOE MOKPbITHE C MOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkupoBKy o Tune nnaHwera (Hanp.: STAPHY)
Ha pamKy Ansa npefoTepalleHns owmbok Npy y4éte pesynstaToB nocne nHkybaumu. 3anuwmnte Ha nnaHweTe Homep uccnenyemoi 6aktepnansHomn KynbTypbl. IHOKynupyinTe B Kaxayto
NyHKy nnaHweTa no 100 Mkn 6akTepuanbHo CyCcneH3um, NpUroToBIIeHHON B CycneH3vnoHHon cpeae MIC.
lMpumeyaHue: ObpaboTaiite AUCKk B TeveHne 60 MUHYT Nocne BblHUMaHWUA U3 MeLLKa.
WHKy6ayus:
MomecTuTe NNaHLIeT ¢ BHECEHHOM B Hero 6akTepnanbHON CycneHaneit B NoNnaTUNeHoBbIN nakeTuk. MogorHnTe oTKPLITLIN Kpait NakeTa nog NNaHWeT ANa NPpeAoTBpalleHns ncnapeHns
BO Bpemsi UHKyBauuun. VHKyGupyinte nnaHweT B Tepmoctarte npu 35+2°C 16-20 yacos. CTadWIOKOKKN, pe3nNCTEHTHbIE K LedokenTuHy (MRS), HeoBX0AMMO KymnbTUBMPOBaTL Mpu
Temnepatype = 35°C vnu Hwke. [InsA yyeTa pe3ynstaTtoB onpeaerneHns 4yBCTBUTENbHOCTU K BAHKOMULIMHY UHKYOUPYiTe He MeHee 24 4acos.
Yyem pe3ynbmamos:
[locTaHbTe nNnaHLWeT 13 NoNUaTUIEHOBOro nNakeTuka. [Ana yuéra pesynsratoB pocta B MUKPONyHKax Bbibepute Hanbonee nogxoaswmin gns Bac cnoco6:
1) YuuTbiBanTE pesynsrat Ha TEMHOM (HOHE UNN UCTIONb3YITE ANt 3TOr0 MakeT NNaHLeTa, HanevyaTaHHbIA B UHCTPYKLINN.
2) YyutbiBaiiTe pe3ynbraTbl B NPOXOAALLMX Nyvax eCTECTBEHHOMO UM UCKYCCTBEHHOTO OCBELLIEHUS.
3) Wcnonb3oBaHve yBenMUUTENbHOTO CTekna (Nynbl) He pekoMeHayeTcs.
4) Vcnonb3yiiTe aToMaTU3poBaHHble CUCTEMbI y4ETa pesynbTaToB.
BHUMAHUE: Hannune pocTa B KOHTponbHoW nyHke (K) ABnsieTcA Heo6XxoAUMbIM YCIIOBUEM ANSi UHTEpnpeTauumn pe3ynbTaToB onpeaeneHus YyBcTBuTenbHoctu! Ecnn
POCT B KOHTPOSLHO JIYHKE OTCYTCTBYET, TO pe3ynkTaThl TeCTa He MOTyT ObITh UHTEPNPETUPOBaHbI!
MMK cuuTaeTcs Ta HaMMeHblUas KOHLEHTPaLusi aHTMGMOTUKA, MPU KOTOPOW B JyHKE OTCYTCTBYET BUAMMbIA POCT GakTepuanbHOW KynbTypbl. VcknioyeHuem siBnsieTcs
TecTUpoBaHue TpumeTonpumal/cynbcametokcasona. MIMK B atom cnyvyae onpeaensieTcs No TOM KOHUEHTPaLuMmM B NyHKe NiaHweTa, Npu Kkotopou Ha = 80% noaaensieTcs
pocT 6aKkTepuanbHON KynbTypbl C CpaBHEHUU C NyHKoW KoHTpons (K).
ByakTe BHMMaTeNbHbLI NPU OLEHKe pe3ynbTaToB: pa3nuyanTe 3ePHUCTLIN POCT GaKkTepuanbHON KyNbTypbl U NY3blPbKU CYCMEH3MOHHON cpeabl. 3anuwuTe pesynesTaThbl.
Ta6nuua 1: MakeT nnaHweTa: cepuiiHble pa3BefeHUs1 aHTUOGUOTMKOB (Mr/n)

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

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

H 0,03 012 0,06 003 012 025 0,06 0,06 00306 0,12 0,12 K



10020298

Tabnuua 2: Knuunyeckune kputepum ouerkn MMK (mr/n) pna cradunokokkos

EUCAST CLsI
A YyBCcTBUTENbHbIW YmepeHHo- o Pe3ncTeHTHbIN YyBCcTBUTENbHbIW YmepeHHo- o Pe3ncTeHTHbIN
HTUOUOTUKU AGGp. S PE3UCTEHTHBIN R s PE3UCTEHTHbIN R
1 |
- <0,12 20,25
Penicillin PEN SA, Slug SA. Slug <0,12 20,25
" <4 >8 <4 >8
Cefoxitin (screen) cox SA. Slug SA Slug SA Slug SA Slug
Erythromycin ERY <1 2 24 <0,5 1-4 =8
Clindamycin CLI <0,25 0,5 21 <0,5 1-2 24
Linezolid LIZ <4 28 <4 >8
Chloramphenicol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracycline TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <0.001 0.002-1 22 <1 2 24
Trimethoprim / sulfametho- TIS <2/38 4/76 >8/152 <2/38 24/76
xazole
. (=1) (=2)
Gentamicin GEN SA, Coa neg SA, Coa neg <4 8 216
Vankomvcin VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
Y <4 Coa neg >8 Coa neg <4 Coa neg 8-16 Coa neg | 232 Coa neg
Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128
Ssap Ssap

SA - Staphylococus aureus, Slug - Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus
ATU (3oHa TexHW4eckol HeonpeaeneHHoCTU Npy onpeaeneHny YyBCTBUTENBHOCTU K aHTUBMOTMKaM)—/A0 MHTEpNpeTaLmm pesynbsraTos:

- NOBTOPUTE TECTUPOBaHWeE

- UCMONb3Y/iTe ansTepHaTUBHbIE TECTbI

- MOHMXKaTe KaTeroputo YyBCTBUTENBLHOCTU

- BKITIOYaNTe HeonpeaeneHHoOCTb B OTYeT
Bonee nogpobHas nHgopmauus Ha caite HYPERLINK ,http://www.eucast.org“ www.eucast.org
WHTepnpeTauus pe3ynsraToB:
Bce usyvyaemble GakTepuanbHble KynbTypbl MO OTHOLUEHUID K TECTUPYEeMbIM aHTUOMOTMKaM pasfensloT Ha Kateropuu YyBcTBUTENbHbIN (S), YMepeHHO-
-pe3ncTeHTHbIN (1), PeancteHTHbIN (R) Ha ocHoBaHuK AaHHbIX o MMK. Paspenenune Ha kateropun 6a3upytorcs Ha kputepusax EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — EBponeickuit kKoMmuTeT No TeCTUPOBaHMIO aHTUMUKPOGHOM YyBCTBUTENbHOCTH): Tabnuua NnorpaHNYHbIX 3HaYeHU Ans
MHTepnpeTtauuu aaHHbix MIMK n anameTtpoB 30H (1) unu CLSI pokymenta M100 (2).
MernunnnuH: GoNbLUMHCTBO CTAadOUITOKOKKOB SIBNSIETCA npoayueHTamu beTta-naktamas (3a ucknodeHnem S. saprophyticus). Ecnn MIMK neHuunnuHa y Tectrpyemoro
cTadumnokokka < 0,12 mr/n, npoBepbTe pesynbraT AUCKO-ANPdY3NOHHBIM METOAOM C AUCKOM BeH3unneHnumunInHa.
LledhoKCUTMH: MO PE3NCTEHTHOCTU K LLE(POKCUTUHY BbISBNSIOT METULIMITIMH-PE3NCTEHTHbIE cTadpunokokkn (MRS). TecTbl Ans NOATBEPXKAEHUS PEKOMEHAYETCS BbINOMNHATL
cornacHo EUCAST-pyKkoBoACTBY MO ONpeaeneHnio MexaHM3moB Pe3NCTEHTHOCTM, UX KIMHUYECKOTo 1 annaemmonorniyeckoro aHadenns (3) unu CLSI gokyment M100 (2).
KnungamuumH: ecnn 6aktepuanbHas KynbTypa pe3aucTeHTHa K 3pUTPOMULIMHY U YYBCTBUTENMbHA K KMUMHAAMULMHY (MNW yMEPEHHO-Pe3UCTEeHTHa) onpeaenute Hanuyve
nHayumnbenbHon pesucteHTHocTM (MLSb—Makponuabl-nuHko3amuabl-ctpentorpaMmMH B) ¢ ncnonb3oBaHWeM OWCKOB 3pUTpOMULMHA U knNvHAamuumHa (D-TecT)
1 CKOppeKTUpyWiTe pesynbTaT Ans knuHaamuumnHa cornacHo EUCAST (1) unmn CLSI M100 (2).
BaHKOMWLIMH:  PE3NCTEHTHbIV K BAHKOMULIMHY LITaMM CTachuokokka crieqyeT HanpaBuTb B pedepeHcHyto nabopatoputo. TecTbl AN NOATBEPXAEHNS peKoOMeHayeTcs
BbINONHATL cornacHo EUCAST-pykoBoactsy (3) unu CLSI gokymeHt M100 (2).
AmuHornukosnael (EUCAST): Mpy cnCTeMHbIX MHAEKLUMAX aMUHOMMMKO3MAbl CriedyeT WCMoNb30BaTb B COMETAHUM C APYrMMM akTUBHbIMW npenapatamu. lNpu atmx
obcToATenbCTBaX TOYKY pa3pbiBa B CKoBKax MOryT UCMOMNb30BaTLCS A4S Pa3fiMieHns OpraHMamoB ¢ 1 6e3 NproBpeTEeHHbIX MeXaHN3MOB YCTONYMBOCTU. [1ns nsonatos 6e3
MeXaHV3MOB YCTOMYMBOCTU, KOMMEHTApUI B OTYeTe: ,AMUHOMMKO3WAbI YacTo BBOASIT B COMETaHUV C APYrUMU BellecTBamu, 1Mbo Ans NoaAepXKKu aMUHOMTIMKO3MAHON
aKTVBHOCTM, N6O ANs pacluMpeHnst cnekTpa nedeHust. Mpy cUCTeMHbIX MHAEKLMSX aMUHOTMNKO3MA, AOMKeH ObiTe JOMONHEH APYron akTUBHOWM Tepanunei.”
[pyrue KpuTepun MHTEpNpeTaLmmn AoMKHbI GblITb OCHOBaHbI Ha HaLMOHarbHbIX U NabopaTopHbix cTaHAapTax, Hanpumep: EUCAST Expert rules in antimicrobial suceptibility
testing (4), unn CLSI gokymenTbl M100 (2) 1 MO7 (5). MNpu HeobxoamMmocTu crnegyeT NPUHATbL BO BHUMaHWE Npu UHTepnpeTaumun pesynsTaTtoB CreaytoLmne napameTpbl: BUA,
6akTepwuin, TN BuomaTtepmana, ocobeHHOCTV aHamHe3a 3aboneBaHusi NauneHTa, a Takke peaynbraTbl 4OMNONHUTENbHBIX MCCNEefoBaHNA.
Konmpone kayecmea:
[ina BHyTpeHHero nabopaTopHOro KOHTPOMS Ka4ecTBa PEeKOMEeHAyITCs criedytolme WwWrammbl (CM. Tabn.).MNMpu ouexke pesynstaToB ucnonbayite craHaaptel EUCAST mnu
CLSI. Ceexwue wraMmbl JOMKHbI ObITb UCMONb30BaHbI A NPOBEPKM

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

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

ATCC—-American Type Culture Collection / AmepukaHckas Konnekuus Tunosbix Kynstyp

CCM-Czech Collection of Microorganisms / Yewckasi Konnekuns Mukpo6os

'NCK, MocyaapctBeHHbIn HAW cTaHaapT3aumm u KOHTPoNns MEAULMHCKUX Bronornyeckux npenapato um. J1. A. Tapacesuya, r. Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19
OxpaHa 300poebsi:

Habop peareHTOB He OTHOCWTCS K KaTeropuv onacHabIX.

Ymunu3sayus ucnonb3oeaHHo20 Mamepuana:

Vcnonb3oBaHHbIN NNaHLET NOMECTUTEe B EMKOCTb ANnsi c6opa MHMMUMPOBAHHbLIX OTXOAOB U Ae3UHULMPYATE aBTOKNaBUPOBAHUEM UMK MYTEM CXUIaHus.
BymaxHyto ynakoBky caanTe B Makynartypy.

Jlumepamypa:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing.CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

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

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

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

C€ MIC STAPHY

Nr kat. MLT00047 Do celéw mikrobiologicznych
Zestaw przeznaczony jest do oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki gronkowcéw na podstawie okreslenia MIC (minimalnego stezenia hamujgcego), tzn. najnizszego stezenia, ktére zaha-
muje widoczny wzrost bakterii. Zestaw umozliwia przeprowadzenie 10 badan. Test oparty jest na zasadzie ponownego nawodnienia antybiotykow w studzienkach za pomocg Mueller Hinton
Il bulionu i dodaniu zawiesiny bakterii. Po 16—20 godzinach inkubacji wyniki odczytywane sg wizualnie lub za pomocg czytnika.
Zestaw zawiera:
« 10 ptytek testowych
* 1 niesterylne pokrywe
* 10 szt. PE torebek
Przechowywanie i data waznosci zestawu:
Zestaw zaleca sie przechowywac w temperaturze +2 do +25°C. Termin waznosci podany jest na kazdym opakowaniu. Po wyjeciu z lodéwki nalezy ptytki pozostawi¢ w temperaturze pokojo-
wej przez co najmniej 30 minut, w celu ograniczenia skraplania wody, zeby doprowadzi¢ ich do temp. pokojowej. Po otwarciu aluminiowego opakowania i zdjeciu folii nie nalezy pozostawiac¢
raz otwartg ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu zagraza prawidtowej funkciji antybiotykow !!!
Materlaly potrzebne do pracy z zestawem, ktére nie wchodzg w skfad zestawu:
Roztwdr 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 plytki Petriego
«  Sterylne wanienki 60 ml nr kat. 50004457
*  Pipeta (dozator) na 100 pl lub wielokanatowa pipeta 100 pl
«  Pipeta na 60-200 pl
+  Densytometr (np. DENSILAMETER I nr kat. INS00062)
« Cieplarka 35+2°C
+ Podstawowe wyposazenie laboratoryjne (ezy, markery, palnik, itd.)
Ostrzezenie: Zestaw przeznaczony jest wytgcznie do profesjonalnego zastosowania. Nalezy przestrzegac zasad pracy z materialem zakaznym!

Sposoéb postepowania

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

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

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

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

4) Tak przygotowang zawiesine wla¢ na sterylng ptytke Petriego

5) Inokulowac¢ napetniong ptytke za pomocg sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w ptytce Petriego z etanolem i wyzarzy¢ nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzy¢ w ptytce
Petriego z zawiesing bakteryjna. Przenies¢ 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 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) Przenies$¢ 120 pl z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej do probéwki z 13 ml no$nika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowac.

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

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

Inkubacja:

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

Ocena:

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

1/ odczyta¢ za pomocy Czytelnik i identyfikacji oprogramowania.

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

3/ odczyta¢ wizualnie na tle naturalnego lub sztucznego rozproszonego zrédta $wiatta.

4/ uzycie lupy nie zaleca sie

Prosimy o zwrécenie uwagi:

W studzience z kontrolg wzrostu powinien byé wzrost !1! Jezeli nie ma wzrostu, test NIE MOZNA OCENIAC !

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

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

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

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

A 4 16 8 4 16 32 8 8 46 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2 8 8 64
c 1 4 2 1 4 8 2 2 1My 4 4 32
D 05 2 1 05 2 4 1 10505 2 2 16
E 025 1 05 025 1 2 05 05 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 05 1 025 025 012238 05 05 4
G 006 025 012 006 025 05 012 0,12 006419 025 025 2
H 0,03 012 006 003 012 025 006 006 00306 0,12 0,12 *ortro=
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Tab 2: Numeryczne wyrazenie MIC (mg/l) dla gronkowcow

EUCAST cLsI
. Srednio- - Srednio-
Antybiotyk Skrét Wrazliwy wrazliwy Oporny Wrazliwy wrazliwy Oporny
S I R S I R
- <0,12 20,25
Penicylina PEN SA. Slug SA, Slug <0,12 20,25
<4 28 <4 28
Cefoksytyna cox SA, Slug SA, Slug SA, Slug SA, Slug
Erytromycyna ERY <1 2 24 <0,5 1-4 28
Klindamycyna CLl <0,25 0,5 21 <0,5 1-2 24
Linezolid LIz <4 28 <4 >8
Chloramfenikol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracyklina TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloksacyna CIP <0.001 0.002-1 22 <1 2 24
Trimetoprim / sulfamethoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
(=1 (22)
Gentamycyna GEN SA, Koa neg SA, Koa neg <4 8 216
Vankomveyna VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
yey <4 Koa neg >8 Koa neg <4 Koa neg | 8-16 Koa neg | 232 Koa neg
. . <64 2128
Nitrofurantoina NFT <32 64 2128
Ssap Ssap

SA-Staphylococus aureus, Slug- Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus
Koa neg-koagulazo ujemne gronkowce
ATU (Areas of Technical Uncertainty)—Wykonaj jeden z wariantéw przed interpretacjg wynikow:

- Powtdrzy¢ test

- Zastosowanie alternatywnego testu

- Zredukuj kategorie czuto$ci

- Umieszczenie ATU w raporcie
Wiecej na www.eucast.org
Uwagi do interpretaciji:
Wg oznaczonego MIC badany szczep przyporzadkowany jest do kategorii wrazliwy—sredniowrazliwy—oporny na dany antybiotyk na podstawie tabeli interpreta-
cyjnych EUCAST (1) tub na podstawie CLSI dokumenta M100 (2).
Penicylina: Wigkszo$¢ gronkowcow (z wyjatkiem S. saprophyticus) jest producentem R-laktamaz. W przypadku MIC <0,12 mg/l, wrazliwo$¢ nalezy sprawdzi¢ za pomoca
krazka z benzylpenicyling.
Cefoksytyna: opornos$¢ wskazuje na mozliwos¢ MRSA. Kolejne testy potwierdzajgce przeprowadzac zgodnie z zaleceniami EUCAST (3) lub zgodnie z dokumentem CLSI nr
M100 (2). Klindamycyna: w przypadku jednoczesnej opornosci na erytromycyne i wrazliwosci na klindamycyne (lub klindamycyna $redniowrazliwa) nalezy okresli¢ indukcije
opornosci na klindamycyne za pomocg testu antagonizmu pomigdzy klindamycyng i makrolidem. W przypadku braku potwierdzenia, szczep jest klindamycynowrazliwy.
W przypadku potwierdzenia, nalezy szczep zgtaszac jako oporny z komentarzem zgodnie z zaleceniem EUCAST (1) lub z komentarzem zgodnie z zaleceniami CLSI (2).
Wankomycyna: w przypadku jezeli szczep jest oporny, powinien zosta¢ wystany do laboratorium referencyjnego. W przypadku wykrycia opornosci na wankomycyne poste-
powac zgodnie z EUCAST (3) lub zgodnie z dokumentem CLSI nr M100 (2).
Aminoglikozydy (EUCAST): W zakazeniach ogélnoustrojowych aminoglikozydy muszg by¢ stosowane w potgczeniu z innymi aktywnymi terapiami. W tych okolicznos$ciach
punkty przerwania w nawiasach 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 aktywnos$ci aminoglikozydéw, albo w
celu rozszerzenia spektrum leczenia. W zakazeniach ogélnoustrojowych aminoglikozyd musi by¢ uzupetniony inng aktywng terapia.,
W zalezno$ci od krajowych lub laboratoryjnych standardéw mozna uzy¢ kolejne kryteria interpretacyjne, np. EUCAST Expert rules (4) lub dokument CLSI M100 (2) i MO7 (5).
Podczas interpretacji wynikow nalezy wzia¢ pod uwage identyfikacje szczepu do gatunku, pochodzenie prébki i wywiad chorobowy pacjenta; ewentualnie
wyniki testow uzupetniajacych.
Kontrola jakosci:
Dla kontroli jakosci zestawu zalecamy ponizej wymienione szczepy wszystko kontrolne. Podczas oceny wynikéw testowania szczepami kontrolnymi nalezy kierowac¢ sie
standardem EUCAST lub CLSI. Do kontroli nalezy uzy¢ $wiezych szczepow.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

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

ATCC — American Type Culture Collection

CCM-Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University, Faculty of Science, Kamenice 5, building A25, 625 00 Brno, CZ, Tel. +420 549 491 430, Fax +420 549 498
289, http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz

Ochrona zdrowia:

Odczynniki zestawu nie sg klasyfikowane jako niebezpieczne.

Likwidacja zuzytego materiafu:

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

Puste papierowe opakowania nalezy przekazaé¢ do recyklingu.

Literatura:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

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

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

(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically. CLSI dokument M07. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute
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C€ MIC STAPHY )

Kat. ¢.: MLT00047 Pro mikrobiologii
Suprava je uréend na stanovenie citlivosti stafylokokov k antibiotikdm na zaklade determinacie MIC (minimalna inhibi¢na koncentracia), tzn. najniz8ej 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.

Suprava obsahuje:

* 10 vySetrovacich dosticiek

* 1 viecko

* 10 ks PE sackov

Skladovanie a expirdcia supravy:

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

Potreby na prdcu so stpravou, ktoré nie st sucastou supravy:

«  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

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

Etanol

Sterilné skimavky

Inokulator ErbaDip kat. €. 50004456

Sterilné Petriho misky

Sterilné vanicky 60 ml kat. ¢. 50004457

Krokovacia pipeta na 100 ul alebo multikanalova pipeta 100 pl

Pipeta na 60—200 pl

Denzitometer (napr. DENSILAMETER Il kat. ¢. INS00062)

Inkubator 35+2°C

Bezné laboratoérne vybavenie (klucky, popisovace, kahan, atd.)

Upozornenie: Suprava je uréend iba na profesionadlne pouZitie. DodrZujte zdsady pre pracu s infekénym materialom!

Pracovny postup

e o o o o o o o o o o

Priprava bakteridlnej suspenzie a inokuldcia:

A) Inokulacia inokulatorom:

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrarite foliu. Oznacte dosticku typom supravy (STAPHY). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultiry na prislusnu dosti¢ku.
Rozpipetujte do vSetkych jamiek dosticky po 100 pl suspezného média MIC.

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

3) Z 18-24 hodinovej kultdry na krvnom agare zoberte niekolko kolonii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5-1 McFarland.

4) Tuto suspenziu vlejte do sterilnej Petriho misky.

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

B) Inokulacia pipetou:

1) Pripravte skimavku s 2 ml fyziologického roztoku.

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

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

4) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrarite féliu. Oznacte dosticku typom stpravy (STAPHY). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultiry na prislusnu dosti¢ku.
Rozplrite suspenzné médium MIC s inokulom po 100 ul do kazdej jamky dosticky.

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

Inkubdcia:

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

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

Vyhodnotenie:

Dosticku vyberte z PE sac¢ku. Na odg¢itanie narastu v jamkach zvolte sposob, ktory je pre Vas najoptimalnejsi:

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

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Pouzitie lupy sa nedoporuduje.

4) Odc¢itajte pomocou readeru a identifikatného softwaru.

Prosim venujte pozornost’:

V jamke s kontrolou rastu musite vidiet narast! Ak narast nie je, test NEMOZNO HODNOTIT! Ako MIC je hodnotena jamka s najniz$ou koncentraciou antibiotika,
ktora zamedzi okom viditePnému rastu baktérii. Iba u Trimetoprimu/sulfamethoxazolu musi byt’ MIC od¢itana pri najnizSej koncentracii, ktora inhibuje rast priblizne
02 80% v porovnani s jamkou pre kontrolu rastu. OdliSte zrnenie od pripadnych bublin! Vysledky zaznamenaijte.

Tab. 1: RozloZenie antibiotik a ich koncentraénych radov v mg/l na dosti¢ke

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

A 4 16 8 4 16 32 8 8 4/76 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2/38 8 8 64
C 1 4 2 1 4 8 2 2 119 4 4 32
D 0,5 2 1 0,5 2 4 1 1 0595 2 2 16
E 0,25 1 0,5 0,25 1 2 0,5 0,5 025475 1 1 8
F 012 05 025 012 0,5 1 0,25 0,25 0112238 0,5 0,5 4
G 0,06 025 0412 006 025 05 0,2 0,12 006119 0,25 0,25 2

H 0,03 012 0,06 003 0412 025 0,06 0,06 00306 0,12 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pre stafylokoky

EUCAST CLSI
Citlivy Inter- Rezistentni |  Citlivy Inter- Rezistentni
Antibiotikum Zkratka y mediarni y mediarni
S I R S I R
- <0,12 20,25
Penicilin PEN SA. Slug SA, Slug <0,12 20,25
Cefoxiti cox <4 28 <4 >8
efoxitin (screen) SA, Slug SA, Slug SA, Slug SA, Slug
Erytromycin ERY <1 2 24 <0,5 1-4 28
Klindamycin CLlI <0,25 0,5 >1 <0,5 1-2 >4
Linezolid LIZ <4 =8 <4 >8
Chloramfenikol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracyklin TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <0.001 0.002-1 22 <1 2 24
Trimetoprim / sulfametoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
. (s1) (22) < >
Gentamicin GEN SA, Koa neg SA, Koa neg <4 8 216
Vankomvein VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
Y <4 Koa neg 28 Koa neg <4 Koa neg | 8-16 Koa neg | =32 Koa neg
. . <64 2128
Nitrofurantoin NFT <32 64 2128
Ssap Ssap

SA - Staphylococus aureus, Slug - Staphylococcus lugdunensis, Ssap - Staphylococcus saprophyticus
Koa neg — koagulaza negativne stafylokoky
ATU (Areas of Technical Uncertainty) - pred interpretaciou vysledkov vykonajte jeden z variantov:

- Opakovanie testu

- Pouzitie alternativneho testu

- Znizenie kategdrie citlivosti

- Uvedenie ATU v reporte
Viac na www.eucast.org
Poznamky k interpretacii:
PodFa stanovenej MIC sa testovany kmen radi do kategoérie citlivy—intermediarny —rezistentny k danému antibiotiku na zaklade interpretaénych tabuliek
EUCAST (1) alebo CLSI dokumentu M100 (2).
Penicilin: vac¢sina stafylokokov (s vynimkou S. saprophyticus) st producenti beta-laktamaz. Pokial je MIC <0,12 mg/l, overte citlivost diskom s benzylpenicilinom.
Cefoxitin: rezistencia indikuje MRSA. Dal$ie konfirmaéné testy sa vykonavajl podia doporugeni EUCAST (3) alebo CLSI dokumentu M100 (2)
Klindamycin: v pripade su€asnej rezistencie na erytromycin a citlivosti na klindamycin (alebo klindamycin intermediarny) je potrebné stanovit indukciu rezistencie ku klin-
damycinu pomocou testu antagonizmu medzi klindamycinom a makrolidom. Ak nie je potvrdena, je kmer ku klindamycinu citlivy. Pokial je potvrdena, kmeri sa hlasi ako
rezistentny s komentarom podfa doporu¢enia EUCAST (1) alebo s komentarom podla doporuc¢enia CLSI (2).
Vankomycin: ak je kmen rezistentny, mal by byt odoslany do referenéného laboratéria. Pri detekcii rezistencie k vankomycinu postupujte podla doporu¢eni EUCAST (3)
alebo CLSI dokumentu M100 (2).
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 odlienie organizmov so ziskanymi mechanizmy rezistencie a bez nich. U izolatov bez mechanizmov rezistencie uvedte v sprave komentar: ,Amino-
glykozidy sa ¢asto podavaju v kombinacii s inymi latkami, a to bud’ na podporu aktivity aminoglykozidov, alebo na rozsirenie spektra liecby. Pri systémovych infekcii musi
byt aminoglykozid doplneny inou aktivnou terapiou.”
V zavislosti od narodnych alebo laboratérnych Standard je mozné pouzit dalSie interpretacné kritéria, napr. EUCAST Expert rules (4) alebo CLSI dokumentov M100 (2) a M07
(5). Priinterpretacii vysledkov je potrebné zohladnit’ druhovt identifikaciu kmera, pdvod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne vysledky doplriujtcich testov.
Kontrola kvality:
Na kontrolu kvality stipravy odpord¢ame pouzivat vetky nizSie uvedené kontrolné kmene. Pri vyhodnoteni vysledkov testovania kontrolnymi kmerimi sa riadte Standardom EU-
CAST alebo CLSI. Pre kontrolu je nutné pouZzivat' erstvé, nepasazované kmene.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX
0,25-2 1-4

ERY CLI LIz
0,25-1 0,06-0,25 1-4

CMP TET CIP T/S
2-16 0,12-1 0,12-0,5 <0,5/9,5

GEN
0,12-1

VAN NFT
0,5-2 8-32

ATCC—American Type Culture Collection

CCM-Ceska sbirka mikroorganismu, Masarykova univerzita, pfirodovédecka fakulta, Kamenice 5, budova A25, 625 00 Brno, Tel: 549 491 430, Fax: 549 498 289
http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz

Ochrana zdravia:

Komponenty supravy nie su klasifikované ako nebezpecéné.

Likvidacia 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.

Literatdra:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

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

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

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

u Vyrobca [:E] Citajte navod k pouzitiu

g Datum expiracie

POUZITE SYMBOLY

E Katalégové cislo

LOT)]| Cislo sarze

Datum revizie: 29. 4. 2021

In vitro diagnostikum
_/ﬂ/- Teplota skladovania

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

M-MIC/PI/06/21/J/INT



10020298

MIKROLATEST ©

C€ MIC STAPHY 3

Kat. ¢.: MLT00047 Pro mikrobiologii

viditelnému rustu bakterii. Obsahuje 10 stanoveni.

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

Souprava obsahuje:

* 10 vySetfovacich desek

* 1 vicko (nesterilni)

* 10 ks PE sacki

Skladovani a exspirace soupravy:

Skladovani je doporuéeno pfi (+2 az +25)°C, exspirace je vyznacena na obalu. Po vyndani z chladnicky 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 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 60-200 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!

. i Pracovni postup
Priprava bakterialni suspenze a inokulace:

A) Inokulace inokulatorem

1) Vyjméte desti¢ku z hlinikového obalu a sejméte folii. Oznacte desticku typem soupravy (STAPHY) 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 ul suspenzniho média MIC ke snizeni povrchového napéti inokula.

3) Z 18-24 hodinové kultury na krevnim agaru setfete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5-1 McFarland.

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

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

B) Inokulace pipetou

1) PFipravte zkumavku s 2 ml fyziologického roztoku.

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

3) Preneste 120 pl z bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku do zkumavky s 13 ml suspenzniho média MIC a dobfe homogenizujte.

4) Vyjméte desticku ze sacku a sejméte félii. Oznacte destiCku typem soupravy (STAPHY) a zaznamenejte Cislo vySetfované kultury. Rozplite suspenzni médium MIC s
inokulem po 100 pl do kazdé jamky.

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

Inkubace:

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

Desticku vloZte do termostatu 35+2 °C na 16—20 hod. Rezistence stafylokokU k cefoxitinu (MRS) mUze byt Iépe detekovatelna pfi kultivaci do 35 °C. Desti¢ka je inkubovana
24 hodin pro hodnoceni vankomycinu.

Vyhodnoceni:

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

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

2) Odecitejte proti pfirozenému nebo umélému rozptylenému svételnému zdroji.

3) Pouziti lupy neni doporu¢ovano.

4) Odecitejte s pomoci readeru a identifikacniho softwaru.

Prosim vénujte pozornost:

V jamce s kontrolou rustu (K) musite vidét narast! Jestlize nartist neni, test NELZE HODNOTIT! Jako MIC je hodnocena jamka s nejniz$i koncentraci antibiotika,
o 2 80% v porovnani s jamkou pro kontrolu ristu. Odliste zrnéni od pfipadnych bublin! Vysledky zaznamenejte.

Tab. 1: Rozlozeni antibiotik a jejich koncentraénich fad v mg/l na desti¢ce

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

A 4 16 8 4 16 32 8 8 476 16 16 128
B 2 8 4 2 8 16 4 4 2/38 8 8 64
C 1 4 2 1 4 8 2 2 119 4 4 32
D 0,5 2 1 0,5 2 4 1 1 0595 2 2 16
E 0,25 1 0,5 0,25 1 2 0,5 0,5 025475 1 1 8
F 012 05 025 0412 05 1 0,25 0,25 012238 0,5 0,5 4
G 0,06 025 012 006 025 05 0,2 0,12 006119 0,25 0,25 2

H 0,03 012 0,06 0,03 012 025 0,06 0,06 00306 012 0,12 K
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Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro stafylokoky

EUCAST cLsI
Citlivy Inter- Rezistentni |  Citlivy Inter- Rezistentni
Antibiotikum Zkratka y mediérni y mediérni
S I R S I R
- <0,12 20,25
Penicilin PEN SA. Slug SA, Slug <0,12 20,25
Cefoxiti cOX <4 28 <4 >8
efoxitin (screen) SA, Slug SA, Slug SA, Slug SA, Slug
Erytromycin ERY <1 2 24 <0,5 1-4 28
Klindamycin CLI <0,25 0,5 >1 <0,5 1-2 24
Linezolid LIz <4 28 <4 28
Chloramfenikol CMP <8 216 <8 16 232
Tetracyklin TET <1 2 24 <4 8 216
Ciprofloxacin CIP <0.001 0.002-1 22 <1 2 24
Trimetoprim / sulfametoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
. (=1) (22) < >
Gentamicin GEN SA, Koa neg SA, Koa neg <4 8 216
Vankomvain VAN <2 SA 24 SA <2 SA 4-8 SA 216 SA
Y <4 Koa neg 28 Koa neg <4 Koa neg | 8-16 Koa neg | =32 Koa neg
. h <64 2128
Nitrofurantoin NFT <32 64 2128
Ssap Ssap

SA-Staphylococus aureus, Slug- Staphylococcus lugdunensis, Ssap— Staphylococcus saprophyticus
Koa neg—koagulaza negativni stafylokoky
ATU (Areas of Technical Uncertainty = Oblast interpretacnich obtiZi) - pfed interpretaci vysledkt provedte jednu z variant:

- Opakovani testu

- PouZiti alternativniho testu

- Snizeni kategorie citlivosti

- Uvedeni ATU v reportu
vice na www.eucast.org
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 dle CLSI dokumentu M100 (2).
Penicilin: vétsina stafylokoku (s vyjimkou S. saprophyticus) jsou producenti beta-laktamaz. Pokud je MIC <0,12 mg/l, ovéfte citlivost diskem s benzylpenicilinem.
Cefoxitin: rezistence indikuje MRSA. DalSi konfirmacni testy se provadi dle doporu¢eni EUCAST (3) nebo CLSI dokumentu M100 (2).
Klindamycin: v pfipadé soucasné rezistence na erytromycin a citlivosti na klindamycin (nebo klindamycin intermediarni) je nutno stanovit indukci rezistence ke klindamy-
cinu pomoci testu antagonizmu mezi klindamycinem a makrolidem. Neni-li potvrzena, je kmen ke klindamycinu citlivy. Pokud je potvrzena, kmen se hlasi jako rezistentni
s komentarem dle doporuc¢eni EUCAST (1) nebo s komentafem dle doporuceni CLSI (2).
Vankomycin: pokud je kmen rezistentni, mél by byt odeslan do referenéni laboratofe. Pfi detekci rezistence k vankomycinu postupuijte dle doporuc¢eni EUCAST (3) nebo
CLSI dokumentu M100 (2).
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 izolatli bez mechanismU rezistence uvedte ve zpravé komentar: ,Aminoglykosidy se ¢asto
podavaji v kombinaci s jinymi latkami, a to bud na podporu aktivity aminoglykosid(i, nebo na rozsiteni spektra Ié¢by. U systémovych infekci musi byt aminoglykosid doplnén
jinou aktivni
V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit dalsi interpreta¢ni kriteria, napf. EUCAST Expert rules (4) nebo CLSI dokumentd M100 (2) a MO7
(5). Pfi interpretaci vysledku je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, pivod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky doplfiujicich testd.
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.

Staphylococcus aureus CCM 4223 (ATCC 29213)

PEN COX ERY CLI Liz
0,25-2 1-4 0,25-1

ATCC—American Type Culture Collection

CCM-Ceska sbirka mikroorganismu, Masarykova univerzita, ptirodovédecka fakulta, Kamenice 5, budova A25, 625 00 Brno, Tel: 549 491 430, Fax: 549 498 289
http://www.sci.muni.cz/ccm, e-mail: ccm@sci.muni.cz

Ochrana zdravi:

Komponenty soupravy nejsou klasifikovany jako nebezpecéné.

Likvidace pouZitého materialu:

Po pouziti vloZte desti¢ku do nadoby pro infekéni materidl a likvidujte dle vlastnich internich pfedpisim, autoklavujte nebo znicte spalenim.

Prazdné papirové obaly se pfedaji do sbéru k recyklaci.

Literatura:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. CLSI dokument M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

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

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

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

CMP TET CIP TS
0,06-0,25 1-4 2-16 0,12-1 0,12-0,5 <0,5/9,5

GEN VAN NFT
0,12-1 0,5-2 8-32
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