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MIKROLATEST ©

C€ MIC URINE )

Cat. N.: MLT00048 For microbiology

The kit is designed to test antimicrobial susceptibility of bacteria isolated from urine and urinary tract (mainly Enterobacteriaceae family) on the basis of MIC (minimal inhi-
bitory concentration) determination i.e. the lowest concentration, which inhibits bacterial growth. The kit contains 10 examinations (plates). The test is based on the rehyd-
ration 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

« 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 352 °C

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

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

Instructions for Use
Preparation of bacterial suspension and inoculation (recommended procedure):
A) Inoculation with inoculator
1) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover. Mark the frame with a type of kit (URINE) to avoid mistake in reading results after incubation. Record
number of examined strain on the plate. Fill 100 pl of suspension medium MIC into each well.
2) Prepare a tube with 12 ml of physiological solution. Add 100 pl of suspension medium MIC to decrease surface tension.
3) Remove few colonies from 18 — 24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution.
4) Pour the bacterial suspension into a sterile Petri dish.
5) Use sterile inoculator to inoculate the plate: dip inoculator into Petri dish with ethanol and flame it. Dip the cooled inoculator into a Petri dish with prepared bacterial
suspension. A thin film of bacterial suspension is adhered to metal spikes of inoculator. Transfer inoculum to the first half of the plate by dipping into wells and carefull mixing.
Make a new dip into the Petri dish with prepared bacterial inoculum and inoculate the second half of the plate.
B) Inoculation with pippete
1) Prepare a tube with 2 ml of physiological solution.
2) Remove few colonies from 18 — 24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution.
3) Place 60 pl of bacterial suspension into a tube with 13 ml of suspension medium MIC, homogenise well.
4) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover from the plate. Mark the frame with a type of kit (URINE) 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.
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. Exception: With Trimehtoprim/sulfamethoxazol, a well with = 80% growth inhibition compered 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
AMP AMS CFZ CXM MER GEN AMK T/S NOR CIP TGC NFT

A 128 128/64 16 64 16 32 64  4/76 8 8 8 128
B 64 64/32 8 32 8 16 32 2/38 4 4 4 64
C 32 32116 4 16 4 8 16 119 2 2 2 32
D 16 16/8 2 8 2 4 8 0595 1 1 1 16
E 8 8/4 1 4 1 2 4 025475 05 05 05 8
F 4 42 0.5 2 0.5 1 2 012238 0.25 0.25 0.25 4
G 2 21 0.25 1 0.25 0.5 1 006119 0.12 0.12 0.12 2

H 1 105 012 05 012 0.25 0.5 0.03/06 0.06 0.06 0.06 K
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Tab 2: Clinical MIC breakpoints (in mg/l) for Enterobacteriaceae

EUCAST CLsI
" Inter- . . Inter- .
Antibiotics Abbr. Sensitive mediate Resitant Sensitive mediate Resitant
S 0 R S 0 R
Ampicillin AMP <8 216 <8 16 232
Ampicillin / sulbactam AMS <8/4 216/4 <8/4 16/8 232/16

Cefazolin (infections originating from the
urinary tract) E. coli, Klebsiella spp. (except CFz <0.001 0.002-4 28 <2 4 28

K. aerogenes)

Cefuroxime parenteral
EE. coli, Klebsiella spp. (except K. aeroge-
nes), Raoultella spp. and P. mirabilis <0.001 0.002-8 >16 <8 16 >32

. CXM
Cefuroxime oral (uncomplicated UTI <8 216 <4 8-16 232

only) E. coli, Klebsiella spp. (except K. aero-
genes), Raoultella spp. and P. mirabilis

Meropenem <2 4-8 =16 <1 2 >4
L MER

Meropenem (meningitis) <2 >4

Gentamicin (systemic infections) <2) (24) ) .

Gentamicin (infections originating from GEN < >4 <4 8 216

the urinary tract) -

Amikacin (systemic infections) (<8) (216)

Amikacin (infections originating from the AMK <8 >16 <16 32 264

urinary tract) - -

Trimethoprim / sulfamethoxazole T/S <2/38 4/76 >8/152 <2/38 >4/76

Norfloxacin < S < .

(uncomplicated UTI only) NOR 0.5 21 =4 8 216

Ciprofloxacin cIp <0.25 0,5 21 <1 2 24

Ciprofloxacin, Salmonella spp. <0.06 20.12 <0.06 0.12-0.5 21

Tigecycline TGC <1 2 24

Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

Interpretation:

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

1) Resistance to CXM, CFZ indicates possibility of ESBL production. MER is recommended to screen for Carbapenemases production. Confirmation tests are recommended according to EU-
CAST guidelines (3) or CLSI document M100 (2).

2) It is necessary to correct susceptibility of some strains to beta-lactam antibiotics (mainly Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp.) to resistant according to their intrinsic
resistance. In this case beta-lactamase is not produced in sufficient amount in vitro.

3) 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 distingui-
sh 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 (4) or CLSI documents M100 (2) and M07 (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.

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

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK TIS NOR CIP TGC NFT
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0.008-0.06 0.25-1 0.5-4 <0.5/9.5 0.03-0.12 0.004-0.015 0.03-0.25 4-16
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK TIS NOR CIP TGC NFT
- - - - 0.125-1 0.5-2 1-4 8/152-32/608 1-4 0.125-1 - -
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)

MIC (mg/l)

AMP AMS
> 32 8/4-32/16

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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MIKROLATEST ©
C€ CEHCUNATECT YPUH (MIK)

Homep B katanore Ne MLT00048 Ons MMKPOGMONOrn4yecKnx nccnenoBaHumn

Habop npegHasHayeH Ansi onpefeneHust YyBCTBUTENbHOCTU GakTepuii M30MMPOBAHHBIX UX MOYM M MOYEBbIBOASLUMX NyTel (B OCHOBHOM, ceM. Enterobacteriaceae) k aHTuGakTepuanbHbIM
npenaparam Ha ocHoBaHuu onpegenenus MIMK (MyHMManbHoW NoJaBnsoLLEen KOHLEHTPaLMK), T. €. HaMMeHbLUe KOHLEHTpaLuK, koTopasi noAaBnseT 6akTepuanbHbIii POCT. YnakoBka paccuutaHa
Ha onpeaeneHve YyBcTBUTeNbHOCTM 10 GakTepuanbHbIx KynbTyp (10 nnaHweToB). MeToguka ocHoBaHa Ha pervapaTauun aHTMBMOoTYKa B NyHKax niaHLweTa ¢ nomoLlbto 6ynboHa Mionnep-XuHToH
Il v BHECEHUM B NYHKM NnaHLeTa 6akTepuanbHoi KynbTypbl. PesynbraThl onpeaeneHuns YyBCTBATENBHOCTY YUMTbIBAOT BU3YaribHO UMK C UCMOMNb30BaHMEM aBTOMATUYECKOro aHanmsaTopa-puaepa
yepes 16 — 20 YacoB MHKyGaLmK.

Ynakoeka codepxum:

+ 10 nnaHLWeTOoB A5 OnpeaerneHns YyBCTBUTENbHOCTN

*  Kpblwky (He cTepunbHas)

* 10 WT. NONM3TUNEHOBbLIX NAKETUKOB

XpaHeHue u cpok 200HOCmU:

PekomeHayeTcsa XxpaHWTb ynakoBky npv Temneparype ot (+2 - +25) °C. Cpok roAHOCTW yKasaH Ha MHAVBWAYanbHOW antoMUHUEBON YNaKoBKe KaXa4oro nnaHLeTa.

BHumaHue! MonaaaHue B NyHKM NNaHLWeTa Brarv Bo3ayxa UNu KOHAEHcaTa MOXeT NPMBECTM K NoTepe akTUBHOCTU aHTUGUOTUKOB U NOXHbIM pe3ynkratam Tectal!!!

« [ina npefoTBpalleHWst nonajaHus KOHAeHcaTa B JYHKW MraHleTa HeobGXoaWMO BCKpbIBaTb WHAMBMAYamnbHYlO YNakoBKy crycTsi He MeHee 30 MUHYT €& npebbiBaHWsi NMpU KOMHATHOW
Temnepartype!

«  Tlocne BCKpbITUS MHAVBUAYaTbHO antOMUHUEBOI YNAKOBKU He OCTaBSATh MAHLLET OTKPbITBIM A NPeAOTBPALLEHUS YBNAXHEHNS U KOHTaMUHALWK NyHOK!

PacxodHbie Mamepuasbl He06X00uMble 0551 8bINOHEHUS UCCIIE008aHUs, HE 8KITHOYEHHbIE 8 YNaKOBKY:

*  CTepunbHblii husnonornyeckuin pacteop (Hebydepr3oBaHHbIi)

*  Miwonnep-XuHToHa 6ynboH |l ¢ perynmpyembiM KaTMOHHBIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHanoHHas cpeda MIC, Homep B kaTtanore Ne MLT00070)

. OtaHon

«  CTepunbHble Npobupku

*  WHokynstop ErbaDip Homep B kaTtanore Ne 50004456

*  CrepunbHble Yaliku MNetpu

*  CrepunbHble émkocT 60 mn Homep B kaTanore Ne 50004457

«  Crennep unu MHorokaHanbHas nunetka go 100 mkn

«  [uneTka c AmanasoHom fo3vposanus 60 — 100 mMkn

*  [JeHcutometp (Hanp.: AEHCUNAMETEP Il Homep B kaTanore Ne INS00062)

*  Tepmocrart, 35+2 °C

«  CraHpgapTHOe ocHalleHve HakTepuonormyeckoi nabopatopum (NeTnu, Mapkep, ropenka v T. 4.)

BHumaHue: Habop npedHa3HayeH MosbKO OJ1s1 NPogheccuoHabLHO20 ucnosnb3oeaHus! Cobnrodalime npasuna pabomsl ¢ UHUUUPOBaHHLIM Mamepuasiom!

NHcmpykuusi no npuMeHeHuro
lMpuzomoeneHue 6akmepuanbHOL CycneH3uu U UHOKynayus (pekomeHdayuu no npoyedype):
A) WHoKynsiumMs nnaHweTa ¢ UMCnorib3oBaHUeM UHOKYIsiTopa
1) [JocTaHbTe NnaHLWeT 13 MHAMBUAYanbHOW antoMUHUEBO YNaKoBKN U yaanuTe antoMUHUEBOE MNOKPLITUE C NOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkupoBky o Tune nnaHwerta (Hanp.: URINE) Ha pamky
Ons NpefoTBpaLLeHns oLMGoK Npu y4ETe pe3ynsTaToB nocne WHkybauun. 3anuwmTe Ha nnaHweTe HoMep uccneayemoin 6akTepuansHom KynsTypbl. BHecuTe no 100 MK cycneH3voHHoW cpeabl
B KaXXAylo NyHKY nnaHwera.
2) [MMopgrotoBbTe Npobupky ¢ 12 Mn cmamnonorudeckoro pacteopa. Jobasste 100 Mkn cycneHavoHHol cpegbl MIC Ans yMeHbLUEHWS NOBEPXHOCTHOTO HATSXKEHWSI.
3) [MpurotoBbTe GakTepuanbHyko cycneHsnto ¢ MyTHocTbio 0,5 no Mak®apnaHay U3 HeCcKomnbKUX KOMOHUI YnucTol 18-24 4acoBom KynbTypbl, BbIPALLEHHOW Ha KPOBSHOM arape.
4) TNepeHecuTe GakTepranbHYH CYCMeH3N0 B CTEPUNbHYHO YaLuky Metpu.
5) Wcnonb3yiiTe CTEPUnbHBIA UHOKYNSTOP AMSt MHOKYMSALUMU B NNAHLLET: NOrpy3nTe MHOKYNATOP B Yallky MeTpu ¢ aTaHONoM v 060XrMTe B NieMeHu ropenku. 3atem oxnaamuTte MHOKYMATop.
MorpyanTe nHoKynsaTop B Yalky lMeTpu ¢ GakTepuanbHoin cycrneHanel. ToHKas nnéHouyka GakTepuanbHOWM CyCrneH3uu aare3vipyeTcsi Ha MOBEPXHOCTU METaNNMYECKUX UMM MHOKYNATopa.
MepeHecuTe MHOKYNIOM Ha MOMOBUHY NIaHLLETa C yxe A06aBNEHHON CYCNEeH3MOHHON CPeaot, NOrpysnTe UMbl B MyHKW 1 aKKypaTHO cMeLLaiiTe. BbinonHuTe Takyto xe npoueaypy Ans BTOpon
NOMOBUHbI NNaHLweTa.
B) WHoKynAuusi nnaHweTa ¢ UCNonb30BaHMEM NUNETKU
1) TMogroToBkTe NPOGUPKY C 2 M (hM3MONOrMYECKOro pacTeopa.
2) [puroToBbTe GakTEpUanbHyto cycrneHsuio ¢ MyTHocTbio 0,5 no MakdapnaHay 13 HECKOMNbKMX KONOHUI YncTol 18-24 YacoBoii KynbTyphbl, BbIPALLEHHON Ha KPOBSIHOM arape.
3) [MMomectute 60 Mkn BakTepuarnbHoi cycneHaum B npobupky ¢ 13 mn cycneHavoHHol cpegbl MIC, TwartensHo nepemeluante.
4) [ocTtaHbTe NNaHLeT 13 MHAWBUAYanNbHOW antoMUHUEBO YNaKoBKM 1 yaanuTe antoMUHUEBOE MOKPLITUE C NOBEPXHOCTU. HaHecuTe MapkupoBky o Tune nnaHwerta (Hanp.: URINE) Ha pamky
Ons NpegoTBpaLLEeHNs OWMBOK Npu y4ETe pe3ynsTaToB nocne UHKyGaumn. 3anuwmte Ha nnaHLweTe HOMep uccrnenyemMon 6aktepuanbHoi KynsTypbl. IHOKYNMpyiiTe B kaxayt MyHKy nnaHwera
no 100 mMkn GakTepuanbHOI CycrneH3um, NPpUroToBMNEHHON B CycrneH3noHHon cpede MIC.
lMpumevaHue: O6paboTanTe AncK B TeHeHne 60 MUHYT nocne BbIHUMaHWUSA U3 MeLLKa.
WHky6ayus:
MomecTnTe NnaHLWeT ¢ BHECEHHOW B HEro BakTepuanbHON CycneHsunei B NONMATUNEHOBLINA NakeTuk. MogorH1Te OTKPbITLIA Kpal naketa noa NnaHweT Ans NpegoTBpalleHns UcrnapeHus Bo
BpeMsi UHKybauun. VHkybupyiite nnaHwert B TepmocTarte npu 35+2 °C 16 — 20 yacos.
Y4yem pezynbmamoe:
[ocTaHbTe NNaHLWeT 13 NoNMaTUNEHOBOro NakeTuka. [ina y4éra pesynsraToB pocTa B MUKpPONyHKax BbibepuTe Hanbonee nogxoaswuii ans Bac cnoco6:
1) YuuTtbiBaiiTe pe3ynbrat Ha TEMHOM (DOHE UMN UCNONb3yWTe AN 3TOro MakeT NnaHLweTa, HaneyaTaHHbIA B UHCTPYKLUWK.
2) YuuTbiBanTe pesynbraThl B NPOXOASLLMX Nyvax eCTECTBEHHOIO UMK UCKYCCTBEHHOMO OCBELLEHUS.
3) Wcnonb3oBaHWe yBENUYUTENBHOMO CTEKMa (Nynbl) He peKoMeHAYeTCs.
4) Wcnonb3yiTe aToMaTU3MpPOBaHHbIE CUCTEMbI YYETA PE3ynbTaToB.
BHUMAHMUE:
Hanuuue pocta B koHTponbHoi nyHke (K) siBnsieTca Heo6XxoAUMbIM YCNOBUEM ANsl MHTeprnpeTauumn pe3ynsTaToB onpeaerneHust YyBcTBUTeNnbHocTU! Ecnu pocT B KOHTpOmnbHON
TIyHKe OTCYTCTBYET, TO pe3ynbTaThl TECTA HE MOTYT GbITb MHTEPNPETUPOBaHbI!
MK cuuTaeTcsi Ta HaUMEHbLLAsi KOHLEHTPaLMA aHTUGMOTHUKA, NPU KOTOPOW B JTYHKE OTCYTCTBYET BUAUMbIN POCT 6aKkTepuanbHom KynbsTypbl. UckniouyeHnem aBnsieTcsi TeCTUpoBaHue
TpuMmeTonpumal/cynbdamerokcasona. MK B atom cnyyae onpeaensieTcsi No TOM KOHLEHTpaUMM B NyHKe MnaHleTa, npy KoTopoi Ha 2 80% nopaBnsieTcsi pocT 6aKkTepuanbHo
KYNbTYpbl C CPaBHeHUU ¢ nyHkou koHTpons (K).
ByabTe BHMMaTenbHbI NPY OLEHKE Pe3ynbTaToB: pasnuyanTe 3ePHUCTLIA POCT GakTepuanbHON KyNbTYPbl U NMy3bIPbKU CYCNEH3MOHHOW cpeAbl. 3anuwimTe pe3ynbrartbl.

Tabnuua 1: MakeT nnaHweTa: cepuilHble pa3BeAeHUA aHTUGUOTUKOB (Mr/n)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMP AMS CFZ CXM MER GEN AMK T/S NOR CIP TGC NFT

A 128 128/64 16 64 16 32 64  4/76 8 8 8 128
B 64 64/32 8 32 8 16 32 2/38 4 4 4 64
Cc 32 3216 4 16 4 8 16 119 2 2 2 32
D 16  16/8 2 8 2 4 8 0595 1 1 1 16
E 8 8/4 1 4 1 2 4 025475 05 05 0,5 8
F 4 42 05 2 0,5 1 2 012238 0,25 0,25 0,25 4
G 2 211 0,25 1 0,25 0,5 1 006119 0,12 0,12 0,12 2

H 1 10,5 012 05 0,2 0,25 0,5 00306 0,06 0,06 0,06 K
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Ta6nuua 2: Knunnyeckue kputepum oueHkn MMK (mr/n) pna Enterobacteriaceae

EUCAST CLSI
YyecTBu- YmepeHHo . YyscTteu- YmepeHHO .
AHTUGUNOTUKM AGGp. TenbHbIA -PEINCTEHTHbIN P“"'“;"T""'" TenbHbIi -PE3NCTEHTHBII Pe’““-‘;"f"b'“
S 1 S 1
Ampicillin AMP <8 216 <8 16 232
Ampicillin / sulbactam AMS <8/4 216/4 <8/4 16/8 232/16
Cefazolin (MHpeKLUMM MoYEeBbIBOASALLMX
nyteit) E. coli n Klebsiella spp. (3a CFz <0.001 0.002-4 28 <2 4 =8
vcknioyeHvem K. aerogenes)
Cefuroxime parenteral
E. coli, Klebsiella spp. (3a uckntoyeHuem K.
aerogenes), Raoultella spp., P. mirabilis oxM <0.001 0.002-8 216 <8 16 >32
Cefuroxime oral (secrioxsiii VIMIT) <8 >16 <4 8-16 232
E. coli, Klebsiella spp. (3a uckntoyexHuem K.
aerogenes), Raoultella spp., P. mirabilis
Meropenem <2 4-8 216 <1 2 24
MER
Meropenem (MEeHWHIUT) <2 24
Gentamicin (cucremnas utdekums) (<2) (24) . .
Gentamicin (uHdekunn GEN < >4 =4 8 216
MOYEBbIBOAALLMX NYTEW) - B
Amikacin (cucremmas undekums) (<8) (216)
Amikacin (MHMEKLMN MOYEBbIBOASILLMX AMK <8 >16 <16 32 264
nyTen) B B
Trimethoprim / sulfamethoxazole T/S <2/38 4/76 >8/152 <2/38 >4/76
Norfloxacin < > < >
(Tonbko HeocnoxHeHHble VIMIT) NOR <05 21 4 8 216
Ciprofloxacin cIp <0,25 0,5 >1 <1 2 >4
Ciprofloxacin, Salmonella spp. <0,06 20,12 <0,06 0,12-0,5 21
Tigecycline TGC <1 2 >4
Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

WHTepnpeTauus pesynstaToB:

Bce unzy GakTep KyNbTYpbl MO OTHOLUEHUIO K TECTUPYEMbIM aHTUGMOTMKaAM pa3aensioT Ha kateropun YyBCcTBUTENbHbIN (S), YMepeHHO-pe3ncTeHTHbIN (1), Pe3ancTeHTHbIN
(R) Ha ocHOoBaHuMM faHHbIX o MIMK. PasgeneHune Ha kaTeropum 6a3upytotcsi Ha kputepusix EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EBponeiickuit komuteT
Mo TeCTUPOBaHUIO aHTUMUKPOGHOM YyBCTBUMTENbLHOCTH): Tabnuua NorpaHUYHbIX 3Ha4YE€HUI ANA UHTepnpeTauumn gaHHbix MK u agnametpos 30H (1) unu CLSI gokymenTa M100 (2).
Pe3ncTeHTHOCTb K LiedhypokcuMy, LiedasonunHy ykasbiBaeT Ha npoaykumto 6eta-nakramas pacluvperHoro cnektpa (ESBL/BIIPC). MeponeHem pekomMmeHAoBaH Ans CKPUHWHIA NpoayKumum kapbaneHemas.
TecTbl ANst NOATBEPXKAEHWSI PEKOMEHIYETCS! BbINONHATL cornacHo EUCAST-pykoBOACTBY MO ONpeAeneHnio MEXaHN3MOB PE3UCTEHTHOCTH, NX KIMHUYECKOrO U SMUAEMMONOrMYECcKoro 3HadeHnst (3)
vnu CLSI gokymeHT M100 (2).

Amunornukosuabl (EUCAST) - Mpyn cuCTeMHbIX MHMEKUMAX aMUHOTNUKO3Nab! CriedyeT UCMonb3oBaTb B COMETaHUM C APYrMMM aKTUBHbIMK Npenapatamu. B aTom cnyvae, KoHUeTpauuu, ykasaHHble B
ckoBKax, MOryT UCMomnb30BaTbCs A5 AuddepeHLaLmn MUKpOOpPraHn3MoB C NPUOBPETEHHBIMI MEXaHN3Mammn YCTONUMBOCTY 1 6e3 HUX. [ins n3onsiToB 63 MexaHW3MOB YCTOMYMBOCTM, KOMMEHTapWii
B oT4yeTe: ,AMUHOIMMKO3UAbLI MPUMEHSIOT B COMETAHUM C APYrMMM npenapatamu Ans noaaepkaHus aMUHOMUKO3NAHOW akTUBHOCTW, NGO Ans pacluMpeHus criekTpa neveHust. Mpu cucTemHbIx
WHEKUMAX aMUHOTIKO3W, AOMKeH BbITb JONOMHEH ApYroit akTUBHOW Tepanuen.”

[pyrve KpuTepuy MHTEpnpeTauun AoMmkHbI GbiTb OCHOBaHbLI HA HaLUMOHaNbHbLIX W NabopaTopHbix cTaHaapTax, Hanpumep: EUCAST Expert rules (4); CLSI Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing CLSI M100 (2) u M07 (5). MNpu HeobxoanmocTy crneayeT NPUHATL BO BHUMAaHWE NpU WHTEpPRpeTaumm pesynstaTos criefytolme napameTpbl: Bua 6aktepwii, Tun 6uomarepuana,
0COBEHHOCTN aHaMHe3a NauueHTa, a Takke pesyrbTaTbl 4OMNONHUTENbHbBIX CCIEe0BaHNIA.

Konmpone ka4vecmea:

[insi BHyTpeHHero nabopaTopHOro KOHTPOINS KayecTBa PEKOMEHAYIOTCS CrneaylLime WTaMmbl (CM. Tabn.). Mpy oueHke pe3ynbTaToB Mcnonbayiite ctaHaaptsl EUCAST wnu CLSI. [ins koHTpons
1CMOIb30BaTh CBEXenepecesHHble LUTaMMbl.

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

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK TIS NOR CIP TGC NFT
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 <0,5/9,5 0,03-0,12 0,004-0,015 0,03-0,25 4-16
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK TIS NOR CIP TGC NFT
- - - - 0.125-1 0,5-2 1-4 8/152-32/608 1-4 0.125-1 - -
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)

MIC (mg/l)

AMP AMS
> 32 8/4-32/16

ATCC — American Type Culture Collection / AmepvkaHckasi Konnekumsi Tunosbix Kynstyp

CCM — Czech Collection of Microorganisms / Yewuckasi Konnekumsi Mukpo6os

'MCK, MocynapcTBeHHbIn HAW cTaHaapTusaumm n KOHTpOnst MeAULIMHCKUX Buonornyeckux npenapatos uM. J1. A. Tapacesuya, r. Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19
OxpaHa 300poebsi:

Habop peareHTOB He OTHOCWTCS K KaTeroput ONacHbIX.

Ymunusayus ucnonb308aHHO20 Mamepuana:

Mcnonb3oBaHHbIN MNaHLLET NOMECTUTE B EMKOCTb A1 c6opa MHPMLMPOBAHHBIX OTXOAOB W AE€3VNHMULIMPYIITE aBTOKMABUPOBAHWEM WUITN MYTEM CXUraHWs.

BymaxHyto ynakoBKy caarTe B Makynarypy.

Jlumepamypa:

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

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; 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 URINE

Nr kat. MLT00048 Do celéw mikrobiologicznych

Zestaw przeznaczony jest do oznaczenia wrazliwo$ci na antybiotyki bakterii izolowanych z moczu i drég moczowych, przede wszystkim z rodziny Enterobacteriaceae na podsta-
wie okreslenia MIC (minimalnego stezenia hamujgcego), tzn. najnizszego stgezenia, ktére zahamuje widoczny wzrost bakterii. Zestaw umozliwia przeprowadzenie 10 badan. Test
oparty jest na zasadzie ponownego nawodnienia antybiotykow w studzienkach za pomocg Mueller Hinton Il bulionu i dodaniu zawiesiny bakterii. Po 16-20 godzinach inkubacji
wyniki odczytywane sg wizualnie lub za pomocg czytnika.

Zestaw zawiera:

« 10 ptytek testowych

« 1 niesterylne 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, zeby doprowadzi¢ ich do temp. pokojowej. Po otwarciu aluminiowego opakowania i zdjeciu folii nie nalezy
pozostawia¢ raz otwartg ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu zagraza funkcyjno$ci antybiotykow !!!

Materialy potrzebne do pracy z zestawem, ktére nie wchodzg w skiad zestawu:

« Roztwdr sterylnej soli fizjologicznej (niebuforowanej)

«  Mueller Hinton bulion Il dostosowany do kationdéw (np. Nos$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

« Pipeta na 60-100 pl

«  Densytometr (np. DENSILAMETER II nr kat. INS00062)

« Cieplarka 35+2 °C

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

Ostrzezenie: Zestaw przeznaczony jest wylgcznie do profesjonalnego zastosowania. Nalezy przestrzega¢ zasad pracy z materialem zakaznym !

Sposoéb postepowania

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej oraz inokulacja:

A) Inokulacja za posrednictwem inokulatora

1) Wyjac ptytke z aluminiowego opakowania i zdjg¢ ochronng foli¢ aluminiowg z ptytki (tuz przed rozpoczeciem inokulacji). Oznaczy¢ ptytke rodzajem zestawu (URINE), opisa¢
numery badanych kultur. Pipetowa¢ do wszystkich studzienek po 100 pl nos$nika zawiesiny MIC.

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

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

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

5) Inokulowa¢ napetniong ptytke za pomocg sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w ptytce Petriego z etanolem i wyzarzy¢ nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzy¢ w
ptytce Petriego z zawiesing bakteryjng. Przenie$¢ inokulum do pierwszej potowy ptytki delikatnym krgzeniem inokulatora w studzienkach. Ponownie nawilzy¢ inokulator w plytce
Petriego i powtérzy¢ inokulacje drugiej potowy ptytki.

B) Inokulacja za posrednictwem pipety

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

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

3) Przenie$¢ 60 pll z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej do probéwki z 13ml nosnika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowacé.

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

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

Inkubacja:

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

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

Ocena:

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

1/ odczyta¢ za pomocg automatycznego czytelnik i identyfikacji oprogramowania.

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

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

4/ uzycie lupy nie zaleca sig.

Prosimy o zwrécenie uwagi:

W studzience z kontrola wzrostu powinien by¢ 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/sulfametho-
xazolu powinna byé 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
AMP AMS CFZ CXM MER GEN AMK T/S NOR CIP TGC NFT

A 128 128/64 16 64 16 32 64  4/76 8 8 8 128
B 64 64/32 8 32 8 16 32 2/38 4 4 4 64
C 32 32116 4 16 4 8 16 119 2 2 2 32
D 16 16/8 2 8 2 4 8 0595 1 1 1 16
E 8 8/4 1 4 1 2 4 025475 05 05 05 8
F 4 42 05 2 0,5 1 2 012238 0,25 0,25 0,25 4
G 2 211 0,25 1 0,25 0,5 1 006119 0,12 0,12 0,12 2

H 1 105 012 05 012 0,25 0,5 00306 0,06 0,06 0,06 K
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Tab 2: Numeryczne wyrazenie MIC (mg/l) dla Enterobacteriaceae

EUCAST CLslI
. Sredniowra- - Sredniowra-
Antybiotyk Skrét Wrazliwy 2liwy Oporny Wrazliwy 2liwy Oporny
S I R S I R
Ampicylina AMP <8 216 <8 16 232
Ampicylina/sulbaktam AMS <8/4 216/4 <8/4 16/8 232/16
Cefazolina (zakazenia drog moczowych) E. CFZ <0.001 0.002-4 >8 <« 4 >8
coli i Klebsiella spp. (z wyjatkiem K. aerogenes)
Cefuroksym pozajelitowo
E. coli, Klebsiella spp. (z wyjatkiem K. aeroge-
nes), Raoultella spp., P. mirabilis CXM <0.001 0.002-8 =16 <8 16 >32
Cefuroksym doustnie (tylko niepowiklane <8 216 <4 8-16 232
ZUM) E. coli, Klebsiella spp. (z wyjatkiem K.
aerogenes), Raoultella spp., P. mirabilis
Meropenem <2 4-8 216 <1 2 24
. MER
Meropenem (meningitida) <2 24
. . . . <2 >4

Gentamycyna (|nfekf:Je F)golrroustrOJowe) GEN (=2) (24) <4 8 >16
Gentamycyna (zakazenia drég moczowych) <2 >4

. ) . . . <8 216
Am!kacyna (infekcje .ogolnoustromwe) AMK (<8) (216) <16 32 64
Amikacyna (zakazenia drég moczowych) <8 >16
Trimetoprim / sulfamethoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
Norfloksacyna
(tylko niepowiktane ZUM) NOR <05 21 <4 8 =16
Ciprofloksacyna cIp <0,25 0,5 =1 <1 2 24
Ciprofloksacyna, Salmonella spp. <0,06 20,12 <0,06 0,12-0,5 21
Tigecyklina TGC <1 2 24
Nitrofurantoina NFT <64 2128 <32 64 2128

Uwagi do interpretacji:

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

Oporno$¢ na CFZ i CXM wskazuje na wytwarzanie ESBL. MER zalecane sg dla przesiewowego badania do sprawdzenia wytwarzania karbapenemaz. Testy potwier-
dzajgce przeprowadza sie wedtug zalecenia EUCAST (3) lub dokumentu CLSI M100 (2).

Aminoglikozydy (EUCAST) - w zakazeniach ogoélnoustrojowych 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 izolatow bez
mechanizméw opornosci skomentuj w raporcie: ,Aminoglikozydy sg czesto podawane w potgczeniu z innymi substancjami, albo w celu wspierania aktywno$ci amino-
glikozyddw, albo w celu rozszerzenia spektrum leczenia. W zakazeniach ogélnoustrojowych aminoglikozyd musi by¢ uzupetniony inng aktywna terapia.,

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

Kontrola jakosci:

Dla kontroli jako$ci zestawu zalecamy ponizej wymienione szczepy kontrolne. Podczas oceny wynikéw testowania szczepami kontrolnymi nalezy kierowac¢ sie standar-
dem EUCAST lub CLSI. Do kontroli nalezy uzy¢ $wiezych szczepdw.

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

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK TIS NOR CIP TGC NFT
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 <0,5/9,5 0,03-0,12 0,004-0,015 0,03-0,25 4-16
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK TIS NOR CIP TGC NFT
- - - - 0,125-1 0,5-2 1-4 8/152-32/608 1-4 0,125-1 - -
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)

MIC (mg/l)

AMP AMS
> 32 8/4-32/16

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 wiozy¢ do pojemnika dla materiatéw zakaznych i likwidowa¢ wg wiasnych wewnetrznych przepiséw, autoklawowacé lub spali¢.

Puste papierowe opakowania nalezy przekazac¢ do recyklingu.

Literatura:

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

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

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

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

(5) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; CLSI dokument MO7. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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fax: +48 228 783 150, e-mail: erbapolska@erbamannheim.com
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MIKROLATEST ©
(g3 MIC URINE )

Kat. ¢.: MLT00048 Pre mikrobiolégiu

Suprava je uréena na stanovenie citlivosti k antibiotikdm izolovanych z mo¢a a mo&ového traktu, predovsetkym ¢eladi Enterobacteriaceae, na zaklade determinacie MIC
(minimalna inhibi¢na koncentracia), tzn. najnizSej koncentracie, ktora zabrani viditelnému rastu baktérii. Obsahuje 10 stanoveni.

Suprava obsahuje:

« 10 vySetrovacich dosticiek

« 1 vie€ko (nesterilné)

« 10 ks PE sackov

Skladovanie a expirdcia stupravy:

Skladovanie sa doporucuje pri (+2 az +25) °C, expiracia je vyznacena 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. Vzdu$na vihkost ohrozuje
funkénost antibiotik !!!

Potreby pre prdacu so supravou, ktoré nie su suc¢ast'ou supravy:

«  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

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

« Etanol

«  Sterilné skmavky

« Inokulator ErbaDip kat. . 50004456

«  Sterilné Petriho misky

«  Sterilné vanicky 60 ml kat. ¢. 50004457

« Krokovacia pipeta na 100 ul alebo multikanalova pipeta 100 pl

« Pipetana 60 -100 pl

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

* Inkubator 35+2 °C

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

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

Pracovny postup

Priprava bakteridlnej suspenzie a inokuldcia:

A) Inokulacia inokulatorom

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrante foliu. Oznacte dosticku typom supravy (URINE). Zaznamenaijte Gislo vySetrovanej kultury na prislusnt dosticku.
Rozpipetujte do vSetkych jamiek dosticky po 100 pl suspezného média MIC.

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

3) Z 18— 24 hodinovej kultury na krvnom agare zoberte niekolko kolonii a pripravte vo fyziologickom roztoku bakterialnu suspenziu s hustotou 0,5 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. polovicky dosticky jemnym krizenim v jamkach. Znova namocte inokulator v Petriho miske s bakterialnou
suspenziou a opakujte inokulaciu 2. polovicky dosticky.

B) Inokulacia pipetou

1) Pripravte skimavku s 2 ml fyziologického roztoku.

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

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

4) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrarite féliu. Oznacte dosticku typom stpravy (URINE). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultury na prislusnu dosticku.
Rozplnite suspenzné médium MIC s inokulom po 100 pl do kazdej jamky dosticky.

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

Inkubaécia:

Nainokulovanu dostic¢ku vlozZte 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.

Vyhodnotenie:

Dosticku vyberte z PE sacku. Na odg€itanie narastu v jamkach zvolte sposob, ktory je pre Vas najoptimalne;jsi:

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

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Pouzitie lupy sa nedoporucuje.

4) Odcitajte pomocou readeru a identifikacného softwaru.

Prosim venujte pozornost’:

V jamke s kontrolou rastu musite vidie narast! Ak narast nie je, test NEMOZNO HODNOTIT! Ako MIC je hodnotena jamka s najniz$ou koncentraciou antibiotika,
ktora zamedzi okom 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 na dosti¢ke (v mg/l)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
AMP AMS CFZ CXM MER GEN AMK T/S NOR CIP TGC NFT

A 128 128/64 16 64 16 32 64  4/76 8 8 8 128
B 64 64/32 8 32 8 16 32 2/38 4 4 4 64
C 32 32116 4 16 4 8 16 119 2 2 2 32
D 16 16/8 2 8 2 4 8 0595 1 1 1 16
E 8 8/4 1 4 1 2 4 o025475 05 05 05 8
F 4 42 05 2 0,5 1 2 012238 0,25 0,25 0,25 4
G 2 211 0,25 1 0,25 0,5 1 006119 0,12 0,12 0,12 2
H 1 1/0,5 0,12 05 0,12 0,25 0,5 00306 0,06 0,06 0,06 K



Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pre Enterobacteriaceae
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EUCAST CLSI
s Inter- . . s Inter- . .
Antibiotikum Skratka Citlivy mediarny Rezistentny Citlivy mediarny Rezistentny
S I R S I R
Ampicilin AMP <8 216 <8 16 232
Ampicilin / sulbaktam AMS <8/4 216/4 <8/4 16/8 232/16
Cefazolin (infekcie mocovych ciest)
E. coli a Klebsiella spp. (s vynimkou K. CFz <0.001 0.002-4 28 <2 4 28
aerogenes)
Cefuroxim iv
E. coli, Klebsiella spp. (s vynimkou K. aero-
genes), Raoultella spp. a P. mirabilis <0.001 0.002-8 >16 <8 16 230
Cefuroxim peroraini (ia nekom- CXM <8 16 <4 8-16 532
plikované IMC) E. coli, Klebsiella spp. (s
vynimkou K. aerogenes), Raoultella spp. a
P. mirabilis
Meropenem <2 4-8 216 <1 2 24
N MER

Meropenem (meningitida) <2 24

ntamicin smové infekci <2 24
Genta .C. (systémové infekcie) GEN (=2) (24) < 8 216
Gentamicin (infekcie mocovych ciest) <2 >4

. f . . . <8 216
Am!kac!n (-sys\er.nove mfekme)- AMK (<8) (216) <16 32 64
Amikacin (infekcie mogovych ciest) <8 >16
Trimetoprim / sulfametoxazol T/S <2/38 4/76 28/152 <2/38 24/76
Norfloxacin

< > < >

(iba nekomplikované IMC) NOR 05 21 <4 8 =16
Ciprofloxacin cIp <0,25 0,5 >1 <1 2 >4
Ciprofloxacin, Salmonella spp. <0,06 20,12 <0,06 0,12-0,5 21
Tigecyklin TGC <1 2 24
Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

Poznamky k interpretaciam:

Podra stanovenej MIC sa testovany kmeii radi do kategorie citlivy — intermediarny - rezistentny k danému antibiotiku na zaklade aktualnych interpretacnych tabuliek EUCAST (1) alebo podra
CLSI dokumentu M100 (2).

Rezistencia k CFZ a CXM indikuje ESBL produkciu. MER je doporu¢ovany na skrining produkcie karbapenemaz. Konfirmaéné testy sa vykonavaju podfa doporuc¢enia 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 za-
tvorkach 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 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 in antimicrobial suceptibility testing (4), alebo CLSI dokumenty
M100 (2) a M07 (5). Pri interpretacii vysledkov je potrebné zohladnit druhovu identifikaciu kmena, pdvod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne vysledky dopliiujlcich testov.

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

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK T/S NOR CIP TGC NFT
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 <0,5/9,5 0,03-0,12 0,004-0,015 0,03-0,25 4-16
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFz CXM MER GEN AMK TS NOR CIP TGC NFT
- - - - 0,125-1 0,5-2 1-4 8/152-32/608 1-4 0,125-1 - -

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

AMP AMS
>32 8/4-32/16

ATCC — American Type Culture Collection

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

Ochrana zdravia:

Komponenty supravy nie su klasifikované ako nebezpeéné.

Likvidacia pouZitého materidlu:

Po pouziti viozte dosticku do nadoby pre infekény materidl a likvidujte podla vlastnych internych predpisov, autoklavujte alebo znicte spalenim.

Prazdne papierové obaly sa odovzdaju do zberu na recyklaciu.

Literatura:

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

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

(3) EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance, http://www.eucast.org
(4) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, http://www.eucast.org

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

C€ MIC URINE @

Kat. ¢.: MLT00048 Pro mikrobiologii
Souprava je uréena pro stanoveni citlivosti k antibiotikim bakterii izolovanych z mo¢i a mo€ového traktu, pfedevsim ¢eledi Enterobacteriaceae, na zakladé determinace MIC

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

Souprava obsahuje:

« 10 vySetfovacich desek

« 1 vicko (nesterilni)

* 10 ks PE sacki

Skladovani a exspirace soupravy:

Skladovani je doporuceno pfi (+2 az +25) °C, exspirace je vyznacena na obalu. Po vyndani z chladni¢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 destitky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohrozuje funkénost
antibiotik!!!

Potreby pro praci se soupravou, které nejsou soucdasti soupravy:

<  Sterilni nepufrovany fyziologicky roztok

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

« Etanol

«  Sterilni zkumavky

« Inokulator ErbaDip kat. ¢. 50004456

«  Sterilni Petriho misky

«  Sterilni vanicky 60 ml kat. €. 50004457

« Krokovaci pipeta na 100 pl nebo multikanalova pipeta 100 pl

« Pipeta na 60-100 pl

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

* Inkubator 35+2 °C

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

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

. o ) Pracovni postup
Priprava bakterialni suspenze a inokulace:

A) Inokulace inokulatorem

1) Vyjméte desticku z hlinikového obalu a sejméte folii. Oznacte desticku typem soupravy (URINE) a zaznamenejte Eislo vySetfované kultury. Rozpipetujte do v§ech jamek
po 100 pl suspenzniho média MIC.

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

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

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

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

B) Inokulace pipetou

1) Pfipravte zkumavku s 2 ml fyziologického roztoku.

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

3) Preneste 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 (URINE) a zaznamenejte Cislo vySetfované kultury.

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

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

Inkubace:

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

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

Vyhodnoceni:

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

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

2) Odecitejte proti pfirozenému nebo umélému rozptylenému svételnému zdroji.

3) Pouziti lupy neni doporu¢ovano.

4) Odecitejte s pomoci readeru a identifikacniho softwaru.

Prosim vénujte pozornost:

ka, ktera zamezi okem viditeInému rustu 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 ristu. Odliste zrnéni od pfipadnych bublin! Vysledky zaznamenejte.

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

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
AMP AMS CFZ CXM MER GEN AMK T/S NOR CIP TGC NFT

A 128 128/64 16 64 16 32 64  4/76 8 8 8 128
B 64 64/32 8 32 8 16 32 2/38 4 4 4 64
C 32 32116 4 16 4 8 16 119 2 2 2 32
D 16 16/8 2 8 2 4 8 0595 1 1 1 16
E 8 8/4 1 4 1 2 4 025475 05 05 05 8
F 4 42 05 2 0,5 1 2 012238 0,25 0,25 0,25 4
G 2 211 0,25 1 0,25 0,5 1 006119 0,12 0,12 0,12 2

H 1 105 012 05 012 0,25 0,5 00306 0,06 0,06 0,06 K



Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro Enterobacteriaceae
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EUCAST CLsI
P Inter- . . I Inter- . .
Antibiotikum Zkratka Citlivy mediami | ezistentni Citlivy mediarni | Rezistentni
S I R S I R
Ampicilin AMP <8 216 <8 16 232
Ampicilin / sulbaktam AMS <8/4 216/4 <8/4 16/8 232/16
Cefaz_olin (infekce moZovych cest) E. coli CFz <0,001 0,002-4 >8 < 4 >8
a Klebsiella spp. (s vyjimkou K. aerogenes)
Cefuroxim iv
E. coli, Klebsiella spp. (s vyjimkou K. aeroge-
nes), Raoultella spp. a P. mirabilis oxM <0,001 0,002-8 <8 16 >32
Cefuroxim peroralni (pouze nekom-
plikované IMC) E. coli, Klebsiella spp. (s <8 2 <4 8-16 232
vyjimkou K. aerogenes), Raoultella spp.
a P. mirabilis
Meropenem <2 4-8 216 <1 2 24
L MER

Meropenem (meningitida) <2 24

i MOvE i <2 24
Gentam!c!n (systémové infekce) GEN ( ) ( ) <4 8 >16
Gentamicin (infekce mocovych cest) <2 >4
Am?kac?n (systémové infekce) AMK (<8) (216) <16 - 64
Amikacin (infekce mogovych cest) <8 216
Trimetoprim / sulfametoxazol T/S <2/38 4/76 >8/152 <2/38 24/76
Norfloxacin

NOR <0,5 21 <4 8 216

(pouze nekomplikované IMC)
Ciprofloxacin cp <0,25 0,5 >1 <1 2 >4
Ciprofloxacin, Salmonella spp. <0,06 0,12 <0,06 0,12-0,5 21
Tigecyklin TGC <1 2 24
Nitrofurantoin NFT <64 2128 <32 64 2128

Poznamky k interpretacim:

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

1) Rezistence k CXM, CFZ upozorfiuje na moznost tvorby ESBL. MER je doporuc¢ovan pro skrining produkce karbapenemaz. Konfirmaéni testy se provadi dle dopo-
ru¢eni EUCAST (3) nebo CLSI dokumentu M100 (2).

2) Je nutno ve vysledku opravit citlivost nékterych kmenu (pfedev§im Enterobacter spp. , Citrobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp.) k -laktamovym antibio-
tikim na rezistentni dle pfirozené rezistence. V tomto pfipadé se jedna o nedostateénou produkci B-laktamazy ,in vitro“.

3) 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 izolatll bez mechanismu rezistence uvedte ve zpravé komentar: ,Amino-
glykosidy se ¢asto podavaji v kombinaci s jinymi latkami, a to bud na podporu aktivity aminoglykosid(, nebo na roz$ifeni spektra 1é¢by. U systémovych infekci musi
byt aminoglykosid doplnén jinou aktivni terapii.”

V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit dal$i kriteria, napf. EUCAST Expert rules (4) nebo CLSI dokument M 100 (2) a M07 (5). Pfi inter-
pretaci vysledki je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, ptvod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky doplfiujicich testd.

Kontrola kvality:

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

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

AMP | AMS | CFz | CXM | MER GEN | AMK | T/S | NOR clp | TGC | NFT
2-8 2/1-8/4 1-4 2-8 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 <0,5/9,5 0,03-0,12 0,004-0,015 0,03-0,25 4-16
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)

AMP AMS CFzZ CXM MER GEN AMK T/S NOR cIP TGC NFT
- - - - 0,125-1 0,5-2 1-4 8/152-32/608 1-4 0,125-1 - -
CCM 4225 Escherichia coli (ATCC 35218)

MIC (mg/l)

AMP AMS
>32 8/4-32/16

ATCC — American Type Culture Collection

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

Ochrana zdravi:

Komponenty soupravy nejsou klasifikovany jako nebezpecéné.

Likvidace pouZitého materialu:

Po pouziti vioZte desticku do nadoby pro infekéni material a likvidujte dle vlastnich internich pfedpistiim, 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.
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