MIKROLATEST®
€ MIC NEFERM @

Kat. ¢.: 10020297 Pro mikrobiologii

race, ktera zamezi viditelnému rastu bakterii. Obsahuje 10 stanoveni.

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

Souprava obsahuje:

« 10 vySetfovacich desek

* 1 vitko (nesterilni)

* 10 ks PE sacku

Skladovani a exspirace soupravy:

Skladovani je doporuc¢eno pfi (+2 az +25) °C, exspirace je vyznacena na obalu. Po vyndani z chladni¢ky nechejte desticky temperovat pfi pokojové teploté minimalné po dobu 30 minut k
zamezeni kondenzace vody. Po otevreni hlinikového obalu a sejmuti folie nenechavejte jiz oteviené desticky bez ochrany. Vzdusna vihkost ohroZuje funkénost antibiotik!!!

Potreby pro prdci se soupravou, které nejsou soucdsti soupravy:

«  Sterilni nepufrovany fyziologicky roztok

*  Mueller Hinton bujon Il adjustovany na kationty (napf. suspenzni médium MIC, Erba Lachema kat. ¢. 10020337)

« Etanol

«  Sterilni zkumavky

* Inokulator (Erba Lachema kat. . 50004456)

«  Sterilni Petriho misky

«  Sterilni vani¢ky 60 ml (Erba Lachema kat. €. 50004457)

«  Krokovaci pipeta na 100 pl nebo multikanalova pipeta 100 pl

« Pipeta na 60-100 pl

« Densitometer (napf. DENSILAMETER II, Erba Lachema kat.¢. 50001529)

*  Inkubator 35+2°C

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

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

Priprava bakterialni suspenze a inokulace: Pracovni p OStuP
A) Inokulace inokulatorem

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

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

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

4) Tuto suspenzi vlijte do sterilni Petriho misky.

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

B) Inokulace pipetou

1) Pfipravte zkumavku s 2 ml fyziologického roztoku.

2) Z18-24 hodinové kultury na krevnim agaru setfete nékolik kolonii a pfipravte ve fyziologickém roztoku bakterialni suspenzi o denzité 0,5 McFarland. Je dUleZité vénovat specidlni
pozornost pfipravé homogenni suspenze predev§im u pseudomonad. Alternativné muize byt pouzita ristova metoda: 3-5 kolonii je pfeneseno do zkumavky s vhodnym bujonem a inku-
bovano az do pomnozeni na denzitu 0,5 McFarland. Pokud je tato denzita pfekrogena, je hustota suspenze upravena sterilnim fyziologickym roztokem nebo bujonem na poZadovany
zakal o hodnoté 0,5 McFarland.

3) Preneste 60 pl z bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku do zkumavky s 13 ml suspenzniho média MIC a dobfe homogenizujte.

4) Vyjméte desti¢ku ze sacku a sejméte folii. Oznacte desticku typem soupravy (NEFERMI) a zaznamenejte &islo vySetfované kultury. Rozplrite suspenzni médium MIC s inokulem po
100 pl do kazdé jamky.

Inkubace:

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

Desticku vlozZte do termostatu 35+2 °C na 16-20 hod. Pokud u pomalu rostoucich kment bakterii (napf. Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia a Pseudomonas aeru-
ginosa z cystickych fibros) nelze MIC ode¢ist, inkubace se prodlouzi o 20 hodin pfi pokojové teploté.

Vyhodnoceni:

Desticku vyjméte z PE sacku. Pro odecitani narustu 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) Poutziti lupy neni doporu¢ovano.

4) Odecitejte s pomoci systému Mikrola (fotometry Lisascan EM nebo Multiskan EX ve spojeni s softwarem MIKROB AUTOMAT)

Prosim vénujte pozornost:

V jamce s kontrolou rustu (K) musite vidét nartist! Jestlize narust neni, test NELZE HODNOTIT! Jako MIC je hodnocena jamka s nejnizsi koncentraci antibiotika, ktera zamezi
okem viditelnému rastu bakterii. Pouze u Trimetoprimu/sulfametoxazolu musi byt MIC odecitana pfi nejnizsi koncentraci, ktera inhibuje rust pfiblizné o 2 80% v porovnani
s jamkou pro kontrolu riistu. Odliste zrnéni od pripadnych bublin! Vysledky zaznamenejte.

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

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

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64 64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32/16 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0,595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 025/4,75
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 0,5 0,25 0,25 0122238
G 21 2 214 025 025 025 0,5 1 025 0,2 0,12 0,061,19

H 1/0,5 1 174 012 012 012 025 0,5 012 0,06 0,06 K



Tab 2: Klinické breakpointy MIC (mg/l) pro nefermentujici bakterie dle interpretaénich tabulek EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia Acinetobacter spp.

Zkratk e Inter- . . L Inter- . . e Inter- . .
Antibiotikum atka Cltélvy medliérni Remséentnl Cltélvy medliérni Rems;entnl Cltélvy medliérni Renséentnl
Ampicilin / sulbaktam AMS - - - IE IE
Piperacilin PIP <16 >32 IE IE
Piperacilin / tazobaktam PIT <16/4 232/4 IE IE
Ceftazidim CAZ <8 216 - - -
Aztreonam AZT <1 2-16 232 - - -
Meropenem MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Gentamicin GEN <4 =8 <4 =8
Amikacin AMK <8 16 >32 <8 16 >32
Kolistin COL <4 =8 <2 24
Ciprofloxacin CIP <0.5 1 22 <1 22
Tigecyklin TGC - - - IE IE
Trimetoprim/sulfametoxazol T/S - - - <4/76 >8/152 <2/38 4/76 28/152

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

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

Antibiotikum mediarni mediarni mediarni

S I R S I R S 1 R
Ampicilin / sulbaktam AMS <8/4 16/8 >32/16
Piperacilin PIP <16 32-64 2128 <16 32-64 2128
Piperacilin / tazobaktam PIT <16/4 32/4-64/4 2128/4 <16/4 32/4-64/4 2128/4
Ceftazidim CAZ <8 16 =32 <8 16 =32 <8 16 232
Aztreonam AZT <8 16 232

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

Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 >16
Amikacin AMK <16 32 264 <16 32 264
Kolistin COL
Ciprofloxacin CIP <1 2 >4 <1 2 24
Tigecyklin TGC
Trimetoprim/sulfametoxazol T/S <2/38 24/76 <2/38 24/76

Poznamky k interpretacim:

Dle stanovené MIC se testovany kmen fadi do kategorie citlivy — intermediarni - rezistentni k danému antibiotiku na zakladé interpretacnich tabulek EUCAST (1) nebo CLSI
dokumentu M100-S24 (2). IE dle EUCAST (1) indikuje, Ze neni dostatek diikazi o tom, Ze Acinetobacter spp. je dobrym cilem pro Iécbu danym antibiotikem. Vysledek
muze obsahovat MIC s komentafem, avSak bez kategorizace S, | nebo R.

V zavislosti na narodnich nebo laboratornich standardech je nutné pouzit dalsi interpretacni kriteria, napf. EUCAST Expert rules (3) nebo CLSI dokument M100-S24 (2) a MO7-
-A9 (4). Pri interpretaci vysledku je tfeba zohlednit druhovou identifikaci kmene, ptuvod vzorku, anamnézu pacienta, pfipadné vysledky dopliujicich testt. U druht S. maltophilia
a B. cepacia doporuc¢ujeme hodnotit MIC pouze u antibiotik doporu¢enych dle EUCAST nebo CLSI.

Kontrola kvality:

Pro kontrolu kvality soupravy doporu¢ujeme nize uvedené kontrolni kmeny. Pfi vyhodnoceni vysledkl testovani kontrolnimi kmeny se fidte standardem EUCAST nebo CLSI.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK CcoL CIP TGC T/S
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,25-1 0,5-2 1-4 0,5-4 0,25-1 - -

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK CcoL CIP TGC T/S
2/1-8/4 1-4 1/4-4/4 0,06-0,5 0,06-0,25 | 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 0,25-2 0,004-0,015 | 0,03-0,25 <0,5/9,5

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

AMS PIP PIT
8/4-32/16 >64 0,5/4-2/4

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 vioZzte desticku do nadoby pro infekéni material a likvidujte dle vlastnich internich pfedpistim, autoklavujte nebo znicte spalenim. Prazdné
papirové obaly se predaji do sbéru k recyklaci.

Literatura:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, version 4.0, 2014, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational Supplement. CLSI dokument M100-S24. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute; 2014.

(3) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, Version 2.0 available from 29 Oct, 2011; http://www.eucast.org

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard-Nith Edition. CLSI dokument M07-A9. Wayne, PA: Clinical and
Laboratory Standards Institute; 2012
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MIKROLATEST®
C€ MIC NEFERM &

Cat. N.: 10020297 For microbiology
The kit is designed to test antimicrobial susceptibility of Gram-negative non-fermentative bacteria on the basis of MIC (minimal inhibitory concentration) determination, i.e. the lowest con-
centration, which inhibits bacterial growth. The kit contains 10 examinations (plates). The test is based on the rehydration of antibiotics in the wells with Muller Hinton Il broth and addition of
bacterial suspension. The results are read visually or by reader after 16-20 hours of incubation.

The kit contains:

* 10 plates for examination

« Alid (non-sterile)

* 10 pc of PE bags

Storage and expiration of the kit:

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

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

«  Sterile physiological solution (unbuffered)

«  Muller Hinton broth Il cationts adjusted (e.g. suspension medium MIC, Erba Lachema Cat. N. 10020337)

«  Ethanol

«  Sterile tubes

« Inoculator (Erba Lachema Cat. N. 50004456)

«  Sterile Petri dishes

«  Sterile basins 60 ml (Erba Lachema Cat. N. 50004457)

«  Astepper or multichannel pippete for dosage of 100 pl

«  Apippete for dosage of 60-100 pl

« Densitometer (e.g. DENSILAMETER II,, Erba Lachema Cat. N. 50001529)

* Incubator 35+2 °C

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

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

Instructions for Use
Preparation of bacterial suspension and inoculation (recommended procedure):
A) Inoculation with inoculator
1) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover. Mark the frame with a type of kit (NEFERM) to avoid mistake in reading results after incubation. Record number
of examined strain on the plate. Fill 100 pl of suspension medium MIC into each well.
2) Prepare a tube with 12 ml of physiological solution. Add 100 pl of suspension medium MIC to decrease surface tension.
3) Remove few colonies from 18 — 24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McF scale in physiological solution. It is necessary to give
extra attention to achieving a smooth suspension of 0.5 McFarland when preparing inoculum of Pseudomonas spp. The growth method can be used alternativelly: 3-5 colonies are
transfered into a tube with suitable broth medium and incubated until the turbidity of 0.5 Mc Farland is achieved or exceeded. The turbidity of the broth culture is adjusted with sterile
saline or broth to 0.5 Mc Farland standard.
4) Pour the bacterial suspension into a sterile Petri dish.
5) Use sterile inoculator to inoculate the plate: dip inoculator into Petri dish with ethanol and flame it. Dip the cooled inoculator into a Petri dish with prepared bacterial suspension. A
thin film of bacterial suspension is adhered to metal spikes of inoculator. Transfer inoculum to the first half of the plate by dipping into wells and carefull mixing. Make a new dip into the
Petri dish with prepared bacterial inoculum and inoculate the second half of the plate.
B) Inoculation with pippete
1) Prepare a tube with 2 ml of physiological solution.
2) Remove few colonies from 18 — 24 hour culture on blood agar and prepare a bacterial suspension of density of 0.5 on McFarland scale in physiological solution. It is necessary to
give extra attention to achieving a smooth suspension of 0.5 McFarland when preparing inoculum of Pseudomonas spp. The growth method can be used alternativelly: 3-5 colonies
are transfered into a tube with suitable broth medium and incubated until the turbidity of 0.5 Mc Farland is achieved or exceeded. The turbidity of the broth culture is adjusted with sterile
saline or broth to 0.5 Mc Farland standard.
3) Place 60 pl of bacterial suspension into a tube with 13 ml of suspension medium MIC, homogenise well.
4) Remove a plate from aluminium bag and remove aluminium cover from the plate. Mark the frame with a type of kit (NEFERM) to avoid mistake in reading results after incubation.
Record number of the examined strain on the plate.
5) Inoculate each well of the plate with 100 pl of bacterial suspension prepared in suspension medium MIC.
Incubation:
Insert the inoculated plate into a PE bag. Fold the open end of the bag under the plate to prevent evaporation during the incubation. Incubate the plate at 35+2 °C for 16 — 20 hours.
If MIC can not be evaluated in slowly growing strains (e.g. Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia and Pseudomonas aeruginosa from cystic fibrosis) extend the
incubation for another 20 hours at room temperature.
Evaluation:
Remove the plate from the PE bag. To read the growth in the microwells, choose a way which is the most covenient for you:
1) Read against a grey background or against plate layout in instructions.
2) Read against natural or artifical dispersed light.
3) Usage of magnifying glass is not recommended.
4) Evaluate test using system Mikrola (photometers Lisascan EM or Multiskan EX in connection with software MIKROB AUTOMAT)
Please read with attention!
You must see a growth in the control well (K)! If the growth is not present, the test MUST NOT be evaluated! The MIC is the lowest concentration of antibiotic in a well
where no visible growth of the organism is observed. Exeption: With Trimehtoprim/sulfamethoxazol, a well with 2 80% growth inhibition compered to the growth control is
considered as MIC. 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
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC T/S

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64  64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32116 32  32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0.5/9.5
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0.5 0.5 025/4.75
F 4/2 4 4/4 0.5 0.5 0.5 1 2 05 0.25 0.25 012238
G 2/1 2 2/4 025 025 025 0.5 1 025 0.12 0.12 0.06/1.19

H 1/0.5 1 174 012 012 012 025 0.5 012 0.06 0.06 K



Tab. 2: Clinical MIC Breakpoints (in mg/l) for Gram-negative non-fermentative bacteria according to EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia Acinetobacter spp.
. Abbr. Sensitive Inter- Resistent | Sensitive Inter- Resistent | Sensitive Inter- Resistent
Antibiotics s mediate R s mediate R S mediate R
| 1 1
Ampicillin / sulbactam AMS - - - IE IE
Piperacillin PIP <16 =32 IE IE
Piperacillin / tazobactam PIT <16/4 232/4 IE IE
Ceftazidime CAZ <8 216 - - -
Aztreonam AZT <1 2-16 232 - - -
Meropenem MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Gentamicin GEN <4 =8 <4 28
Amikacin AMK <8 16 =32 <8 16 =32
Colistin COL <4 28 <2 24
Ciprofloxacin CIP <0.5 1 22 <1 22
Tigecycline TGC - - - IE IE
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S - - - <4/76 >8/152 <2/38 4/76 28/152
Tab. 3: Clinical MIC Breakpoints (in mg/l) for Gram-negative non-fermentative bacteria according to CLSI (2)
Pseudomonas Stenotrophomonas maltophilia .
aeruginosa Burkholderia cepacia Acinetobacter spp.
o Abbr. Sensitive Inter- Resistent | Sensitive Inter- Resistent | Sensitive Inter- Resistent

Antibiotics mediate mediate mediate

S 0 R S 0 R S | R
Ampicillin / sulbactam AMS <8/4 16/8 232/16
Piperacillin PIP <16 32-64 2128 <16 32-64 2128
Piperacillin / tazobactam PIT <16/4 32/4-64/4 2128/4 <16/4 32/4-64/4 2128/4
Ceftazidime CAZ <8 16 =32 <8 16 232 <8 16 232
Aztreonam AZT <8 16 232

<4 8 216

Meropenem MER 2 4 =8 B. ggglayacia B. gggacia B. gg;gcia <2 4 28
Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 216
Amikacin AMK <16 32 264 <16 32 264
Colistin COL
Ciprofloxacin CIP <1 2 24 <1 2 24
Tigecycline TGC
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S <2/38 24/76 <2/38 >4/76

Interpretation:

The tested strain is categorised as sensitive-intermediate-resistant to a particular antibiotic on the basis of MIC determination. This categorisation is based on EUCAST:
Breakpoint (1) or according to CLSI document M100-S24 (2). ,,IE“ indicates that there is insufficient evidence that the species in question is a good target for therapy with
the drug. An MIC with a comment but without an accompanying S, | or R categorisation may be reported.

Other interpretative criteria have to be used depending on national and laboratory standards, e.g. EUCAST Expert rules (3) or CLSI documents M100-S24 (2) and M07-A9 (4). It is nece-
ssary to take into consideration following parameters when interpreting results: species identification, sample origin, patient case history, or resuls of additional tests. We recommend to
evaluate MIC only for antibiotics recommended by EUCAST or CLSI for S. maltophilia and B. cepacia.

Quality control: We recommend following control strains for internal testing of functionality of the antibiotics in the laboratory. Follow EUCAST or CLSI standards when evaluating results.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK coL CIP TGC T/S
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0.25-1 0.5-2 1-4 0.5-4 0.25-1 - -

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK coL clp TGC TS
2/1-8/4 1-4 1/4-4/4 0.06-0.5 | 0.06-0.25 | 0.008-0.06 | 0.25-1 0.5-4 0.25-2 |0.004-0.015| 0.03-025 | <0.5/9.5

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

AMS PIP PIT
8/4-32/16 >64 0.5/4-2/4

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, version 4.0, 2014, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational Supplement. CLSI dokument M100-S24. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute; 2014.

(3) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, Version 2.0 available from 29 Oct, 2011; http://www.eucast.org

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard-Nith Edition. CLSI dokument M07-A9. Wayne, PA: Clinical and

Laboratory Standards Institute; 2012
Date of last revision: 16.12. 2015
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MIKROLATEST®
(€ MIC NEFERM

Nr kat.: 10020297 Do celéw mikrobiologicznych
Zestaw przeznaczony jest do oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki bakterii gramujemnych niefermentujgcych na podstawie okreslenia MIC (minimalnego stezenia hamujgcego), tzn. najnizszego
stezenia, ktére zahamuje widoczny wzrost bakterii. Zestaw umozliwia przeprowadzenie 10 badan. Test oparty jest na zasadzie ponownego nawodnienia antybiotykdéw w studzienkach za pomocag
Mueller Hinton Il bulionu i dodaniu zawiesiny bakterii. Po 16-20 godzinach inkubacji wyniki odczytywane sg wizualnie lub za pomocg czytnika.

Zestaw zawiera:

« 10 plytek testowych

* 1 niesterylng pokrywe

* 10 szt. PE torebek

Przechowywanie i data waznosci zestawu:

Zestaw zaleca sig przechowywaé w temperaturze +2 do +25 °C. Termin waznosci podany jest na kazdym opakowaniu. Po wyjeciu z lodéwki nalezy ptytki pozostawi¢ w temperaturze pokojowe;j
przez co najmniej 30 minut, w celu ograniczenia skraplania wody. Po otwarciu aluminiowego opakowania i zdjeciu folii nie nalezy pozostawiac¢ raz otwartg ptytke bez ochrony. Wilgo¢ w powietrzu
zagraza prawidtowej funkcji antybiotykéw !!!

Materiafy potrzebne do pracy z zestawem, ktére nie wchodza w skifad zestawu:

*  Roztwor sterylnej soli fizjologicznej (niebuforowanej)

*  Mueller Hinton bulion Il dostosowany do kationdéw (np. No$nik zawiesiny MIC, Erba Lachema nr kat. 10020337)

« Etanol

*  Probowki sterylne

» Inokulator (Erba Lachema nr kat. 50004456)

«  Sterylne plytki Petriego

«  Sterylne wanienki 60 ml (Erba Lachema nr kat. 50004457)

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

*  Pipetana 100 pl

+  Densytometr (np. DENSILAMETER I, ERBA Lachema nr kat. 50001529)

« Cieplarka 35¢2 °C

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

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

Sposob postepowania

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

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

2) Przygotowa¢ probéwke z 12 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej (niebuforowanej). Podczas inokulacji doda¢ 100 pl no$nika zawiesiny MIC, zeby zmniejszy¢ napigcie powierzchnio-
we inokulum.

3) Z 18 - 24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobrac¢ kilka kolinii i przygotowaé¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesine bakteryjng o gestosci 0,5 McFarland. Nalezy zwréci¢ szczegol-
ng uwage na przygotowanie jednorodnej zawiesiny przede wszystkim w przypadku rodzaju Pseudomonas. Jako alternatywe mozna zastosowa¢ metode wzrostowa: 3-5 kolonii przenies¢ do
probéwki z odpowiednim bulionem i inkubowa¢ rozmnazajgc do gestosci 0,5 McFarland. W przypadku przekroczenia tej warto$ci nalezy gesto$¢ dostosowac za pomocg sterylnego roztworu
soli fizjologicznej lub bulionu do wymaganej wartosci 0,5 McFarland.

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

5) Inokulowaé napetniong plytke za pomoca sterylnego inokulatora: inokulator nawilzy¢ w ptytce Petriego z etanolem i wyzarzy¢ nad ptomieniem. Ostygty inokulator nawilzy¢ w ptytce Pe-
triego z zawiesing bakteryjng. Przenie$¢ inokulum do pierwszej potowy ptytki delikatnym krazeniem inokulatora w studzienkach. Ponownie nawilzy¢ inokulator w ptytce Petriego i powtérzy¢
inokulacje drugiej potowy plytki.

B) Inokulacja za posrednictwem pipety

1) Przygotowac¢ probdwke z 2 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej.

2) Z 18— 24 godzinnej kultury na agarze krwawym pobrac¢ kilka kolinii i przygotowa¢ w roztworze soli fizjologicznej zawiesing bakteryjng o ggstosci 0,5 McFarland. Nalezy zwrdci¢ szczegdl-
ng uwage na przygotowanie jednorodnej zawiesiny przede wszystkim w przypadku rodzaju Pseudomonas. Jako alternatywe mozna zastosowa¢ metode wzrostowa: 3-5 kolonii przenies¢ do
probéwki z odpowiednim bulionem i inkubowa¢ rozmnazajgc do gestosci 0,5 McFarland. W przypadku przekroczenia tej warto$ci nalezy gesto$¢ dostosowac za pomocg sterylnego roztworu
soli fizjologicznej lub bulionu do wymaganej wartosci 0,5 McFarland.

3) Przenie$¢ 60 pl z zawiesiny bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej (niebuforowanej) do probéwki z 13 ml no$nika zawiesiny MIC i doktadnie zhomogenizowac.

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

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. W
przypadku wolno rosngcych gramujemnych bakterii niefermentujacych (np. Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia i Pseudomonas aeruginosa z mukowiscydozy) kiedy nie
mozna odczyta¢ MIC, nalezy przedtuzy¢ inkubacje o 20 godzin w temperaturze pokojowe;j.

Ocena:

1) odczyta¢ za pomocg automatycznego systemu MIKROLA (fotometréw Lisascan EM, Multiskan EX w potgczeniu z programem MIKROB AUTOMAT)

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 si¢

Prosimy o zwrécenie uwagi:

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

Jako MIC ocenia si¢ studzienke z najnizszym stezeniem antybiotyku, ktéra zahamuje okiem widoczny wzrost bakterii. Tylko w przypadku Trimetoprimu/sulfamethoxazolu
powinna by¢ MIC odczytywana przy najnizszym stezeniu, ktére hamuje wzrost ok. o 2 80% w poréwnaniu ze studzienka dla kontroli wzrostu.

Nalezy odrézni¢ ziarnistos¢ od ewentualnych pecherzykéw powietra ! Wyniki wpisa¢ do formularza.

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

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

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

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64 64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32/16 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0,595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 025475
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 0,5 0,25 0,25 012238
G 21 2 2/4 025 025 025 05 1 025 0,12 0,12 0,061,19

H 1/0,5 1 174 012 012 o012 025 05 012 0,06 0,06 K



Tab 2: Breakpointy kliniczne MIC (mg/l) dla Enterobacteriaceae na podstawie EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia Acinetobacter spp.

Antybiotyk Skrot Wraz. s;:gg'l?' Oporny Wraz. S‘r:;r;:?- Oporny Wraz. S‘r:;r;:f)- Oporny

S | R S I R S ) R
Ampicillin / sulbactam AMS - - - IE IE
Piperacylina PIP <16 232 IE IE
Piperacylina / tazobaktam PIT <16/4 232/4 IE IE
Ceftazydym CAZ <8 >16 - - -
Aztreonam AZT <1 2-16 232 - -
Meropenem MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Gentamycyna GEN <4 >8 <4 28
Amikacyna AMK <8 16 232 <8 16 232
Kolistyna COL <4 28 <2 24
Ciprofloksacyna CIP <0.5 1 >2 <1 22
Tigecyklina TGC - - - IE IE
Trimethoprim / sulfamethoxazol T/S - - - <4/76 28/152 <2/38 4/76 28/152

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

Pseudomonas Stenotrophomonas maltophilia

aeruginosa Burkholderia cepacia Acinetobacter spp.
Antybiotyk Skrot Wraz. S":;I;:?- Oporny Wraz. S::':g:?- Oporny Wraz. s;ve:;gll?- Oporny
S | R S I R S \ R
Ampicillin / sulbactam AMS <8/4 16/8 232/16
Piperacylina PIP <16 32-64 2128 <16 32-64 2128
Piperacylina / tazobaktam PIT <16/4 32/4-64/4 2128/4 <16/4 32/4-64/4 2128/4
Ceftazydym CAZ <8 16 232 <8 16 232 <8 16 232
Aztreonam AZT <8 16 232
<4 8 216
Meropenem MER <2 4 =8 tylko dla tylko dla tylko dla <2 4 28
B. cepacia | B. cepacia | B. cepacia
Gentamycyna GEN <4 8 16 <4 8 216
Amikacyna AMK <16 32 264 <16 32 264
Kolistyna COL
Ciprofloksacyna CIP <1 2 >4 <1 2 24
Tigecyklina TGC
Trimethoprim / sulfamethoxazol T/S <2/38 24/76 <2/38 24/76

Uwagi do interpretacji:

Wg oznaczonego MIC badany szczep przyporzadkowany jest do kategorii wrazliwy — sredniowrazliwy — oporny na dany antybiotyk na podstawie tabeli interpretacyjnych EUCAST
(1) lub na podstawie dokumentu CLSI M100-S24 (2). ,,IE“ dla EUCAST (1) wskazuje, ze nie ma wystarczajacych dowodow na to, ze Acinetobacter spp. jest odpowiednim celem
leczenia za pomoca danego antybiotyku. Wynik moze zawiera¢ MIC z komentarzem, jednakze bez zaklasyfikowania do kategorii S, | lub R.

W zaleznosci od krajowych lub laboratoryjnych standardéw mozna uzy¢ kolejne kryteria interpretacyjne, np. EUCAST Expert rules (3) dokument CLSI M100-S24 (2) i M07-A9 (4). Pod-
czas interpretacji wynikow nalezy wzig¢ pod uwage identyfikacje szczepu do gatunku, pochodzenie prébki, wywiad chorobowy pacjenta, ewentualnie wyniki testéw uzupetniajgcych. W
przypadku gatunkéw S. maltophilia a B. Cepacia zalecamy ocenia¢ MIC wytacznie w przypadku antybiotykéw zalecanych wg EUCAST lub CLSI.

Kontrola jakosci:

Dla kontroli jako$ci zestawu zalecamy ponizej wymienione szczepy kontrolne. Podczas oceny wynikoéw testowania szczepami kontrolnymi nalezy kierowa¢ si¢ standardem
EUCAST lub CLSI.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK coL CIP TGC T/S
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,25-1 0,5-2 1-4 0,54 0,25-1 - -

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK coL cP TGC TS
2/1-8/4 1-4 1/4-4/4 0,06-0,5 | 0,06-0,25 | 0,008-0,06 | 0,25-1 0,54 0,252 |0,004-0,015| 0,03-0,25 | <0,5/9,5

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

AMS PIP PIT
8/4-32/16 >64 0,5/4-2/4

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 materiatu: Po zuzyciu wszystkie ptytki nalezy wiozy¢ do pojemnika dla materiatéw zakaznych i likwidowa¢ wg wtasnych 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, version 4.0, 2014, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational Supplement. CLSI dokument M100-S24. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards
Institute; 2014.

(3) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, Version 2.0 available from 29 Oct, 2011; http://www.eucast.org

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard-Nith Edition. CLSI dokument M07-A9. Wayne, PA: Clinical and Laboratory
Standards Institute; 2012
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MIKROLATEST®

(€ MIC NEFERM /MINK HE®EPM/ G

Homep B kaTtanore Ne 10020297 [Ons MUKpPOGMONOrn4yecKnx nccrnenoBaHum
Habop npepgHasHaueH Ans onpegeneHvst YyBCTBUTENbHOCTU HedepMeHTUPYIOLWMX rpaMoTpuuatenbHbix baktepuin (HFOB) k aHTMbBakTepuanbHbIM npenapatam Ha OCHOBaHWW OnpefeneHns
MIMK (MMHMManbHON NOAaBMAIOLLEN KOHLEHTpaLmK), T. €. HauMeHbLUEen KOHLEeHTpaumn, Kotopasi nogasnsieT G6akrepuanbHbii poCT. YMakoBKa paccumMTaHa Ha onpeaeneHne 4yBCTBUTENbHOCTM
10 BakTepuanbHbix KynsTyp (10 nnaHweTtoB). MeToauka ocHoBaHa Ha pervaparauun aHTUbuoTuka B MyHKax nnaHwerta ¢ nomollbto 6ynsoHa Mionnep-XuHToH Il n BHeCeHUM B NyHKW nnaHweTa
GakTepuanbHoi KynbTypbl. PeynbtaThbl onpeaeneHns YyBCTBUTENbHOCTU YUUTBLIBAIOT BU3YaribHO UM C UCMONb30BaHUEM aBTOMAaTUYECKOTo aHann3aTopa-puaepa Yepes 16 — 20 yacos UHKyGaLmw..
Ynakoeka codepxum:

« 10 nnaHwWeTOB ANs onpeaerieHns YyBCTBUTENbHOCTM

. KpbILKy (He cTepunbHas)

* 10 WT. NONM3TUNEHOBbIX NAKETUKOB

XpaHeHue u cpok 200HOCmU:

PekomeHayeTca XpaHWUTb ynakoBKy npuy Temn. oT +2 - +25°C. Cpok rogHOCTY yka3aH Ha VHAVBUAYarbHOWM anioMUHUEBOW YNaKoBKe KaX4oro NnaHLwera.

BHumaHue! NMonaaaHue B NyHKM NnaHwWweTa Bnary Bo3ayxa UNn KOHAeHcaTa MOXeT NPUBECTM K NoTepe aKkTUBHOCTU aHTUGUOTUKOB M NOXHLIM pe3ynisraTtam Tecta!l!

« [Ina npenoTBpalleHWst NonafjaHnst KOHAEeHCaTa B JYHKU MraHwweTa HeobGXoAMMO BCKPbIBaTb WHAMBWAYarbHYlO ynakoBKy cnycTs He MeHee 30 MuHYT €€ npebbiBaHWS MpU KOMHATHON
Temneparype!

«  Tlocne BCKpbITUS MHAVBUAYaNbHO antOMUHUEBOI YNaKOBKA He OCTaBNATh MIAHLLET OTKPbITBIM AN NPeAOTBPaLLEHUS YBaXKHEHWS U KOHTaMUHaLWKW NyHOK!

PacxodHbie Mamepuaibl He06X00uMble 0151 8bINOIHEHUS UCCIe008aHUs, HE 8KITHOYEHHbIE 8 YNaKO8KY:

*  CrepunbHbii huamonornyeckuin pacteop (Hebydepr3oBaHHbIi)

*  Mionnep-XuHToHa 6ynboH Il ¢ perynmpyembiM KaTMOHHBIM COCTaBOM (Hanpumep: cycneHanoHHas cpeda MIC /MIK/, Erba Lachema, Homep B katanore Ne 10020337)

* OrtaHon

*  CrepusbHble npobupkn

*  WHokynatop (Erba Lachema, Homep B kaTanore Ne 50004456)

*  CrepunbHble YaLiku Metpu

*  CrepunbHble émkoctu 60 mn (Erba Lachema, Homep B katanore Ne 50004457)

«  Crennep unu MHorokaHasnbHas nunetka Ao 100 mkn

« [uneTka c gnanasoHom go3vipoaHus 60 — 100 mkn

«  [JOeHcutometp (Hanp.: DENSILAMETER II,, Erba Lachema Homep B kaTtanore Ne 50001529)

«  Tepmocrar, 35+2 °C

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

BHumaHue: Habop npedHa3Ha4eH mosibKo O51s1 npogheccuoHanbHo20 ucrnosb3oeaHusi ! Cobnrodalime npasuna pabomsbi ¢ UHE M puanom !

UHcmpykyusi no npumeHeHuro

lMpuz2omoseneHue 6akmepuanbHOU CyCrieH3UU U UHOKYsuusi (PekoMeHdayuu no npouedype):

A) WHokynauus nnaHweTa ¢ UCMONbL30BaHUEM UHOKYNATOpa:

1) [ocTaHbTe NnaHwWeT U3 HAMBUAYaNbHOW anioMUHWEBOW YNakoBKW W yaanuTe antoMUHUEBOE MOKPbITUE C NOBEPXHOCTU. HaHecuTe mapkupoBKy o Tune nnaHweTta (Hanp.: NEFERM) Ha
pamKy Ans npefoTepalleHus owmbokK Npu yuéTte pedynsTaTtoB nocne nHkybauun. 3anvwmTe Ha nnaHweTe HoMep uccnegyemMon 6aktepuanbHoi KynbTypbl. BHecute no 100 MK CycneH3VoHHOM
cpefbl B Kaxaylo NyHKY NnaHLwweTa.

2) TopgrotoBbTe Npobupky ¢ 12 Mn dmamnonoruyeckoro pacteopa. flo6asste 100 Mkn cycneHavoHHol cpeabl MIC Ans yMeHbLUEHNS NOBEPXHOCTHOTO HaTSXKEHNS.

3) [purotoBbTe BakTepuanbHyto cycrneHaunto ¢ MyTHocTbio 0,5 no Mak®apnaHay 13 HeCKOMbKUX KOSMIOHUIA YuCTol 18-24 YyacoBoW KynbTypbl, BbIPALLEHHOW Ha KpOBSIHOM arape. BaxHo obpatutb
ocoboe BHMMaHWe Ha NoAroToBKY OAHOPOAHON CycneH3umn, ocobeHHo B Pseudomonas.

4) TepeHecute 6akTepnanbHyl0 CyCreH3unto B CTEpUnbHYLO Yaluky Metpu.

5) Wcnonb3yiiTe cTepusibHbIA UHOKYNSATOP ANS MHOKYNALUWMKM B NAHLLET: NOrpy3nTe WHOKYNATOP B YallKy MeTpu ¢ 3TaHONMoM 1 06oXruTe B NNemMeHun ropenku. 3atem oxnaaute UHOKYNSTOp.
MorpysnTe nHokynaTop B Yalky lMeTpu ¢ GakTepuarnbHOM cycrieHsveir. ToHkas NnéHouka GakTepuarbHON CYCreH3WW aareaupyeTcst Ha MOBEPXHOCTU METannMYeckux UM WHOKynsiTopa.
MepeHecnTe MHOKYMIOM Ha MOMOBUHY NNaHLeTa ¢ ye A06GaBneHHO CyCneH3MOHHOW CPeAon, Morpy3unTe UMbl B MyHKW U akKypaTHO cMeluaiiTe. BbinonHuTe Takyio xe npoleaypy Ans BTOPOit
MOMOBWHbI NNaHLeTa.

B) WHokynsuusa nnaHweTa ¢ MCNONb30BaHMEM NUNETKU

1) MoproTtoBbTe NPOBMPKY € 2 M (M3NONOrMYECKOro pacTeopa.

2) TpurotoBbTe BakTepuanbHyto CycrneHaunto ¢ MyTHocTbio 0,5 no Mak®apnaHay 13 HeCKOMbKUX KOMOHUIA YucTol 18-24 YyacoBoW KynbTypbl, BbIPALLEHHOW Ha KpOBSIHOM arape. BaxHo obpatntb
ocoboe BHMMaHWe Ha NoAroToBKY OAHOPOAHON CycneH3umn, ocobeHHo B Pseudomonas.

3) [MMomectute 60 Mkn 6akTepuanbHON cycneHsun B Npobupky ¢ 13 mn cycneHanoHHomn cpedbl MIC, TwaTenbHo nepemeluante.

4) [JoctaHbTe NnaHWeT U3 UHAVMBUAYaANbHOW anioMWHMEBONW YNaKOBKU U yaanuTe anioMUHWEBOE MOKPbITUE C MOBEPXHOCTW. HaHecute mapkupoBky o Tune nnaHweTta (Hanp.: NEFERM) Ha
pamKy Ans npefoTBpalleHns olmBoK Npu y4éte pesynsTaToB Mocne MHKyGauuu. 3anuiunte Ha nnaHlweTe HoMep uccrieayemoi GaktepuanbHoi KymbTypbl. VIHOKYNUPYRTe B Kaxayto NYHKY
nnaHweTta no 100 Mkn H6akTepuanbHON CycrneH3ny, MPUroTOBIIEHHOW B CycrneH3noHHon cpeae MIC.

WHky6ayus:

MomecTuTe NNaHLWWeET ¢ BHECEHHOW B Hero GakTepuanbHON CycrieH3neid B NONMaTUNEHOBbIN NakeTvK. MoaorHUTe OTKPbITHIA Kpai nakeTa Mo MnaHLWeT Ans npefoTBpalleHnst UCNapeHns BO
Bpems UHKy6aumn. MHky6upyinte nnaHwert B Tepmoctate npu 35+2 °C 16 — 20 yacos.

Yyem pesynbmamos:

[locTaHbTe NNaHLWET U3 NONWUATUNEHOBOTO NakeTuka. [ina y4éTta peaynsTaToB pocTa B MUKpONyHkax Bbibepute Hanbonee noaxoaswmin Ans Bac cnoco6:

1)  YuutbiBanTe peaynbraT Ha TEMHOM (POHE UMM UCNONb3yiTe ANs 3TOT0 MaKeT NaHLWeTa, HanevyaTaHHbIA B MHCTPYKUUK.

2) YuuTblBaiTe pe3ynbTaThl B MPOXOASILLMX fy4ax eCTECTBEHHOMO UK UCKYCCTBEHHOTO OCBELLIEHNS.

3) Wcnonb3oBaHve yBENUYMTENBHOIO CTEKNa (Nynbl) He peKOMeHAyeTCs.

4) McnonbayiiTe aToMaTU3NpPOBaHHbIE CUCTEMbI Y4éTa pesynbraToB (hoTomeTpbl LisaScan EM unu Multiskan EX B komnnekTe ¢ nporpamHbiv o6ecnedeHnem MUKPOB ABTOMAT)
BHUMAHUE: Hanuuve pocTa B KOHTpOsbHOM nyHKe (K) siBnsieTca HeobXxoaAMMbIM YCOBUEM AN1S MHTEpNpeTaumm peaynstaToB onpeaeneHuns YyBcTButenbHocTu! Ecnnm pocT B KOHTPOSbHON
TyHKe OTCYTCTBYET, TO pe3ynbTaThl TECTa He MOryT BbITb MHTEPNPETMPOBaHbI!

MMK cunTaeTcs Ta HaMMeHblUas KOHLEHTpauusi aHTUBMOTUKA, MpW KOTOPOW B NyHKe OTCYTCTBYET BUAMMBIA poCT GakTepuanbHOW KynbTypbl. McknioueHnem siBnsieTcst TecTupoBaHue
TpumeTonpuma/cynbcamerokcasona. MK B atom cnyyae onpeaensieTca no ToW KOHLEHTpauun B NyHKe NnaHweTa, npu kotopol Ha = 80% noaaensieTcs pocT BakTepuanbHON KynbTypbl C
CpaBHEHUN C NyHKoW KoHTpons (K).

ByAbTe BHUMaTENbHBI NP OLEHKE Pe3ynbTaToB: pasnuyaiiTe 3epPHUCTBIN POCT GakTepuarnbHON KynbTypbl U My3blpbKU CYCMEH3WOHHO cpefbl. 3anuwnTe pesynbraTbl.

Tabnuua 1: MakeT nnaHweTa: cepuiHbie pa3BefeHUsi aHTUGMOTMKOB (Mr/n)

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

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64 64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
(o3 32/16 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0,595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 025475
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 0,5 0,25 0,25 0112238
G 2/1 2 214 025 025 025 0,5 1 025 0,12 0,12 0,061,19

H 1/0,5 1 174 012 012 012 025 0,5 012 0,06 0,06 K



Ta6nuua 2: KnuHuyeckue kputepum oueHku MMK (Mr/n) ana HedhepmeHTUPYOLWMX FrpaMoTpULiaTeNbHbIX 6akTepuit Ha kputepusix EUCAST

Pseudomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia Acinetobacter spp.
A66p. Hyserau- Ymepenro - | P@3UCTEHTHbIN Hyserau- Ymepenro ~| Pe3ancTeHTHbIN Hyacrau- Ymepenro ~| P@3UCTeHTHbLIN

AHTNOUOTUKMN TenbHbIN  |-PE3NCTEHTHBLIN TenbHbIN  |-PE3NCTEHTHLIN TenbHbI  |-PE3UCTEHTHBIN

s I R s 1 R s I R
Ampicillin / sulbactam AMS - - - IE IE
Piperacillin PIP <16 232 IE IE
Piperacillin / tazobactam PIT <16/4 232/4 IE IE
Ceftazidime CAZ <8 216 - - -
Aztreonam AZT <1 2-16 232 - - -
Meropenem MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Gentamicin GEN <4 28 <4 28
Amikacin AMK <8 16 >32 <8 16 232
Colistin COL <4 =8 <2 >4
Ciprofloxacin CIP <0.5 1 22 <1 22
Tigecycline TGC - - - IE IE
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S - - - <4/76 28/152 <2/38 4/76 28/152

Tabnuua 3: KnuHnyeckue kputepum oueHkun MIMK (Mr/n) ans HechepMeHTUpYIOWMX rpaMoTpuLiaTenbHbIX 6akTepuit Ha kputepusax CLSI (2)

Pseudomonas Stenotrophomonas maltophilia Aci
. . . cinetobacter spp.
aeruginosa Burkholderia cepacia
AGGp. YyscTeu- YmepeHHO _| Yyscteu- YmepeHHO _| Yyscteu- YMepeHHO N

AHTUONOTUKM TenbHLIN  [-PE3UCTEHTHbINA PesucTeHTHLIA TenbHbIN  |-Pe3NCTEHTHBIN PeancTeHTHLIA TenbHbI  |-PE3UCTEHTHBIN Pe3ncTeHTHbIM

R R R

S | S | S |
Ampicillin / sulbactam AMS <8/4 16/8 232/16
Piperacillin PIP <16 32-64 2128 <16 32-64 2128
Piperacillin / tazobactam PIT <16/4 32/4-64/4 >128/4 <16/4 32/4-64/4 >128/4
Ceftazidime CAZ <8 16 232 <8 16 232 <8 16 232
Aztreonam AZT <8 16 232
<4 8 216
Meropenem MER <2 4 28 Tonbko Tonbko Tonbko <2 4 >8
B. cepacia | B. cepacia | B. cepacia

Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 216
Amikacin AMK <16 32 264 <16 32 264
Colistin COoL
Ciprofloxacin CIP <1 2 24 <1 2 24
Tigecycline TGC
Trimethoprim/sulfamethoxazole T/S <2/38 24/76 <2/38 24/76

WHTepnpeTauma pe3ynsraToBs:

Bce usyvyaemble 6GakTepuanbHble KynbTypbl MO OTHOLIEHUIO K TECTUPYEMbIM aHTMOMOTMKaM pasfensloT Ha kateropum YyBcTBUTEnbHbIA (S), YMepeHHO-pe3ucTeHTHbIN (I),
Pe3aucteHTHbIV (R) Ha ocHoBaHuM AaHHbIX o MMK. Pasgenenune Ha kateropuu 6a3upytorcsa Ha kputepusax EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing —
EBponeiickuit KOMUTET MO TECTUPOBAHMIO AHTUMUKPOGHOW YyBCTBUTENbHOCTH): Tabnuua norpaHUYHbIX 3Ha4YeHU ANs UHTepnpeTaumn aaHHbix MMK n auameTpos 30H (1) unu CLSI
pokymeHTa M100-S24 (2).

[pyrue KpuTepun nHTepnpeTaLmmn AOMmKHbI ObiTb OCHOBaHbI HAa HAUMOHaNbHbIX U NabopaTopHbiXx cTaHAaapTax, Hanpumep: EUCAST Expert rules (3); CLSI Performace standards for an-
timicrobial susceptibility testing CLSI M100-S24 (2) n M07-A9 (4). MNpn HeOGX0AUMOCTU crieayeT NpPUHATL BO BHUMaHUe Mpy UHTeprpeTauun pesynbsTaToB criedylolme napamMeTpbl: BUa
GakTepuin, TUN Gromatepuana, 0cobeHHOCTU aHaMHe3a NauneHTa, a Takke pesynbTaThbl AONOMHUTENbHbLIX UCCNIEA0BAHWIA.

Koumponb ka4secmea:

[nsi BHyTpeHHero nabopaTopHOro KOHTPOIA Ka4yecTBa PEKOMEHAYIOTCS crieqyloLye WTaMmbl (CM. Tabn.). Mpy oLeHke peaynbTaToB ucnornb3yite ctaHaaptel EUCAST unn CLSI.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK CcoL CIP TGC T/S
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,25-1 0,5-2 1-4 0,5-4 0,25-1 - -

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK COL CIP TGC T/S
2/1-8/4 1-4 1/4-4/4 0,06-0,5 0,06-0,25 | 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 0,25-2 0,004-0,015| 0,03-0,25 <0,5/9,5

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

AMS PIP PIT
8/4-32/16 >64 0,5/4-2/4

ATCC — American Type Culture Collection / AMepukaHckaa Konnekuua Tunosbix Kynstyp

CCM — Yeuuckasi KOMneKkumsi MMKpoOpraHu3moB

'NCK, locynapcTBeHHbIn HAW ctaHaapTuaaumm n KOHTpons MeauumMHCkux Guonorudeckux npenapatos um. J1. A. Tapacesuya, . Mocksa, TenedoH 8 (499) 241-31-19

OxpaHa 39opoebsi: Habop peareHTOB HE OTHOCUTCS K KATEropun onacHbIX.

Ymunu3sayus ucnonb3o8aHHO20 Mamepuana: /cnonb30BaHHbIi NNaHWET NOMeCTUTe B EMKOCTb Ansi cbopa MHULIMPOBaHHbIX OTXOLOB U A€3MHAULMPYIiTE aBTOKNAaBUPOBAHWEM UK
nyTem cxuranusi. BymaxHyto ynakoBky caante B MakynaTypy.

Jlumepamypa:

(1) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MIC and zone diameters, version 4.0, 2014, http://www.eucast.org

(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational Supplement. CLSI dokument M100-S24. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute; 2014.

(3) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, Version 2.0 available from 29 Oct, 2011; http://www.eucast.org

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard-Nith Edition. CLSI dokument M07-A9. Wayne, PA: Clinical and Laboratory
Standards Institute; 2012
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MIKROLATEST®
(€ MIC NEFERM &

Kat. ¢.: 10020297 Pre mikrobiolégiu
Suprava je uréena na stanovenie citlivosti Gram-negativnych nefermentujucich baktérii k antibiotikam na zéklade determinacie MIC (minimalna inhibi¢na koncentracia), tzn. najnizsej kon-
centracie, ktora zabrani viditelnému rastu baktérii. Obsahuje 10 stanoveni.

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

Suprava obsahuje:

» 10 vySetrovacich dosticiek

* 1viecko

* 10 ks PE sackov

Skladovanie a expirdcia supravy:

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 nenechavaijte uz otvorené dosticky bez ochrany. Vzdu$na vihkost ohrozuje funkénost antibiotik !!!
Potreby pre prdacu so supravou, ktoré nie st stic¢astou supravy:

+  Sterilny nepufrovany fyziologicky roztok

*  Mueller Hinton bujon Il adjustovany na kationy (napr. suspenzné médium MIC, Erba Lachema kat. ¢. 10020337)

« Etanol

»  Sterilné skumavky

+ Inokulator (Erba Lachema, kat. ¢. 50004456)

»  Sterilné Petriho misky

+  Sterilné vanic¢ky 60 ml (Erba Lachema, kat. ¢. 50004457)

»  Krokovacia pipeta na 100 pl alebo multikanalova pipeta 100 pl

* Pipeta na 60-100 pl

»  Denzitometer (napr. DENSILAMETER II, Erba Lachema kat. ¢. 50001529)

* Inkubator 35+2 °C

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

Upozornenie: Suprava je urcena iba na profesionadlne pouZitie. Dodrujte zasady pre prdcu s infekénym materidlom!

Pracovny postup

Priprava bakteridlnej suspenzie a inokuldcia:
A) Inokulacia inokulatorom

1) Vyberte dosticku z aluminiového sacku a odstrarite foliu. Oznacte dosticku typom supravy (NEFERM). Zaznamenaijte Cislo vySetrovanej kultury na prislusnu dosticku. Rozpipetuj-
te do vSetkych jamiek dosticky po 100 pl suspezného média MIC.

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

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

4) Tuto suspenziu 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 bakteridlnou suspenziou. Preneste inokulum do 1. polovi¢ky dosti€ky jemnym krazenim v jamkach. Znova namodte inokulator v Petriho miske s bakteridlnou suspenziou a
opakuijte inokulaciu 2. polovicky dosticky.

B) Inokulacia pipetou

1) Pripravte skimavku s 2 ml fyziologického roztoku.

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

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

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

Inkubdécia:

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

Dosticku vloZte do termostatu 35+2°C na 16-20 hod. U pomaly rastticich gramnegativnych nefermentujicich baktérii sa inkubacia predIzi az na 48 hodin.

Vyhodnotenie:

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

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

2) Odcitajte oproti prirodzenému alebo umelému rozptylenému svetelnému zdroju.

3) Pouzitie lupy sa nedoporucuje.

4) Od¢itajte pomocou systému Mikrola (fotometre Lisascan EM alebo Multiskan EX v spojeni so softwerom MIKROB AUTOMAT)

Prosim venujte pozornost’:

V jamke s kontrolou rastu mussite vidie narast! Ak narast nie je, test NEMOZNO HODNOTIT! Ako MIC je hodnotena jamka s najniz$ou koncentraciou antibiotika, ktora zamed-
zi okom viditernému rastu baktérii. Iba u Trimetoprimu/sulfamethoxazolu musi byt’ MIC od¢itana pri najnizSej koncentracii, ktora inhibuje rast priblizne o 2 80% v porovnani
s jamkou pre kontrolu rastu. OdliSte zrnenie od pripadnych bublin! Vysledky zaznamenajte.

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

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

A 128/64 128 128/4 16 16 16 32 64 16 8 8 4/76
B 64/32 64  64/4 8 8 8 16 32 8 4 4 2/38
C 32/16 32 32/4 4 4 4 8 16 4 2 2 119
D 16/8 16 16/4 2 2 2 4 8 2 1 1 0595
E 8/4 8 8/4 1 1 1 2 4 1 0,5 0,5 0,25/4,75
F 4/2 4 4/4 0,5 0,5 0,5 1 2 05 0,25 0,25 012238
G 21 2 2/4 025 025 025 05 1 025 012 0,12 0,06/1,19

H 1/0,5 1 174 012 012 012 0,25 0,5 012 0,06 0,06 K



Tab 2: Ciselné vyjadrenie MIC (mg/l) pre nefermentujice baktérie podfa EUCAST (1)

Pseudomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia Acinetobacter spp.

Antibiofikum Skratka | cipvy mL’(‘;;ny Rezistentny|  Citlivy mL’:;‘ﬂy Rezistentny| Citlivy m;’;ti:'r'ny Rezistentny

S I R S | R S I R
Ampicilin / sulbaktam AMS - - - IE IE
Piperacilin PIP <16 232 IE IE
Piperacilin / tazobaktam PIT <16/4 232/4 IE IE
Ceftazidim CAZ <8 216 - - -
Aztreonam AZT <1 2-16 232 - - -
Meropenem MER <2 4-8 216 <2 4-8 216
Gentamicin GEN <4 28 <4 >8
Amikacin AMK <8 16 232 <8 16 =32
Kolistin COL <4 =8 <2 24
Ciprofloxacin CIP <0.5 1 22 <1 22
Tigecyklin TGC - - - IE IE
Trimetoprim/sulfametoxazol T/S - - - <4/76 28/152 <2/38 4/76 28/152

Tab 3: Ciselné vyjadrenie MIC (mg/l) pre nefermentujlice baktérie podra CLSI (2)
Pseudomonas Stenotrophomonas maltophilia Aci
aeruginosa Burkholderia cepacia cinetobacter spp.

Antibiotikum Skratka Citlivy er(‘iti:Tny Rezistentny| Citlivy m:::lti:-ny Rezistentny| Citlivy m:::iti::-ny Rezistentny

S I R S | R S I R
Ampicilin / sulbaktam AMS <8/4 16/8 232/16
Piperacilin PIP <16 32-64 2128 <16 32-64 2128
Piperacilin / tazobaktam PIT <16/4 32/4-64/4 >128/4 <16/4 32/4-64/4 >128/4
Ceftazidim CAZ <8 16 232 <8 16 =32 <8 16 232
Aztreonam AZT <8 16 232

<4 8 216
Meropenem MER <2 4 28 len len len <2 4 28
B. cepacia | B. cepacia | B. cepacia

Gentamicin GEN <4 8 16 <4 8 216
Amikacin AMK <16 32 264 <16 32 264
Kolistin COL
Ciprofloxacin CIP <1 2 24 <1 2 24
Tigecyklin TGC
Trimetoprim/sulfametoxazol T/S <2/38 24/76 <2/38 24/76

Poznamky k interpretacii:

Podla stanovenej MIC sa testovany kmeri radi do kategdrie citlivy - intermediarny - rezistentny k danému antibiotiku na zaklade interpretacnych tabuliek EUCAST (1) alebo
CLSI dokumentu M100-S24 (2). IE podla EUCAST (1) indikuje, Ze neni dostatek dokazov o tom, Ze Acinetobacter spp. je dobrym cielom pre liecbu danym antibiotikom. Vysle-
dok moze obsahovat” MIC s komentarom, avSak bez kategorizacie S, | alebo R.

V zavislosti od narodnych alebo laboratornych Standard je mozné pouzit dalSie interpretacné kritéria, napf. EUCAST Expert rules (3), alebo CLSI dokumenty M100-S24 (2) a
MO7-A9 (4). Priinterpretacii vysledkov je potrebné zohladnit druhovu identifikaciu kmena, pévod vzorky, anamnézu pacienta, pripadne vysledky doplriujucich testov. U druhov
S. maltophilia a B. cepacia doporu¢ujeme hodnotit” MIC len u antibiotik odporu¢anych podla EUCAST alebo CLSI.

Kontrola kvality:

Na kontrolu kvality stpravy doporu¢ujeme nizSie uvedené kontrolné kmene. Pri vyhodnoteni vysledkov testovania kontrolnymi kmerimi sa riadte $tandardom EUCAST alebo CLSI.

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK coL clP TGC TS
- 1-8 1/4-8/4 1-4 2-8 0,25-1 0,5-2 1-4 0,5-4 0,25-1 - -

CCM 3954 Escherichia coli (ATCC 25922)

MIC (mg/l)
AMS PIP PIT CAZ AZT MER GEN AMK coL CIP TGC T/S
2/1-8/4 1-4 1/4-4/4 0,06-0,5 0,06-0,25 | 0,008-0,06 0,25-1 0,5-4 0,25-2 0,004-0,015 | 0,03-0,25 <0,5/9,5

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

AMS PIP PIT
8/4-32/16 >64 0,5/4-2/4

ATCC — American Type Culture Collection

CCM — Ceska sbirka mikroorganismti, 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 zdravia: Komponenty stpravy nie su klasifikované ako nebezpecné.

Likviddcia pouzitého materialu: 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..
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(2) CLSI: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational Supplement. CLSI dokument M100-S24. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Stan-
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(3) EUCAST expert rules in antimicrobial suceptibility testing, Version 2.0 available from 29 Oct, 2011; http://www.eucast.org

(4) CLSI: Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard-Nith Edition. CLSI dokument M07-A9. Wayne, PA: Clinical and
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