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Stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie mikrodiliénou metédou / Determination of MIC value by microdilution method / Stanoveni minimalnij inhibi¢ni koncentrace mikrodiluéni metodou

SK

UCEL URCENIA A POPIS

Supravy su uréené na stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) Gram-
pozitivnych baktérii, predovSetkym stafylokokov a streptokokov (MIC GP)
a enterokokov (MIC ENC). Hodnota MIC zodpoveda najnizSej koncentracii
antimikrobialnej latky, ktora vedie k viditelnému obmedzeniu rastu mikroorganizmu.

PRINCIP

Supravy sa skladaju z mikrotitracnej dosticky v 96 jamkovom formate obsahujlcej
dehydratované antimikrobialne latky tvoriace zostupny koncentracny gradient
a dalSie pomocné latky potrebné pre stanovenie hodnét MIC. Rehydratacia
prebieha v suspenznom médiu (4001) so suspenziou baktérii. Vzorka je po
inkubacii vyhodnotena bud vizualne alebo pristrojovo.

OBSAH SUPRAVY

- 25 mikrotitraénych dosti¢iek znacenych Cervenou farbou (MIC GP) alebo
Ciernou farbou (MIC ENC)

- 25 inkubaénych vrecusok

- pracovny navod

- 13 vysledkovych formularov

POTREBNE, ALE NEDODAVANE CINIDLA A MATERIAL
Cinidla :
- Suspenzné médium (kat.€. 4001) a sterilny nepufrovany fyziologicky roztok
Material:
- Pipety, tampdny, klucky, kahan, skumavky a dalSie zakladné vybavenie
mikrobiologického laboratéria

VAROVANIE A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

e Len pre diagnostické pouzitie in vitro.

e Len pre profesionalne pouzitie.

* Dodrzujte presne pracovny navod!

e V3etky vzorky a inokulované produkty povazujte za potencialne infekéné a pri
manipulacii s nimi je potrebné reSpektovat obvyklé bezpecnostné opatrenia podla
platnych predpisov.

* Nepouzivajte produkt po datume expiracie.

e Pred pouzitim skontrolujte, ¢i je obal neposkodeny.

o Poskodené supravy nepouzivajte.

PODMIENKY SKLADOVANIA

Supravy uchovavajte pri teplote +2 az +25°C. Expiracia je uvedena na kazdom
baleni.

VZORKY

Testované mikroorganizmy izolujte z vhodného neselektivneho kultivacného média
podla Standardnych mikrobiologickych postupov.

PRACOVNY POSTUP

Priprava inokula

* Bakteriologickou klu¢kou alebo tampdnom zotrite z Cistej a dobre narastenej 18-
24  hod. kultary niekolko dobre izolovanych koldnii a vneste do skumavky
vytemperovaného sterilného a nepufrovaného fyziologického roztoku.

« Poriadne homogenizujte. Zakal suspenzie musi zodpovedat hodnote 0,5 McF.

e Vneste 60 pl pripravenej bakteridlnej suspenzie do suspenzného média a po
dbslednej homogenizacii okamzite pouzite.

» V pripade pouziti inokulacie inokulatorom vlejte pripravenu bakterialnu suspenziu
do sterilného viecka Petriho misky alebo inej vhodnej sterilnej nadoby.

PRIPRAVA MIKROTITRACNEJ DOSTICKY

e Otvorte obal mikrotitraénej dosticky a zaznamenajte na riu Cislo vySetrovanej
vzorky.
o Mikrotitracnu dosti¢ku pouzite okamzite po otvoreni hlinikového vrecuska.

INOKULACIA

Inokulacia pipetou — vneste 100 pl bakterialnej suspenzie v suspenznom médiu do
kazdej jamky mikrotitraénej dosticky.

Inokulacia inokulatorom — napliite mikrotitraénd dosticku 100 pl sterilného
suspenzného média. Inokulujte mikrotitraéni dosticku steriinym inokulatorom.
Sterilny inokulator ponorte do bakterialnej suspenzie a vneste krizivym pohybom

do jednej polovice mikrotitracnej dosticky. Opakujte postup pre nanesenie
bakterialnej suspenzie do druhej polovice mikrotitracnej dosticky.

INKUBACIA

Nainokulovanu dosticku vliozte do inkubaéného vrecka. Okraj vrecka zahnite pod
dno mikrotitracnej dosti¢ky. Zabranite tym vysychaniu inokula. Inkubuijte pri teplote
35+1°C po dobu 16-20 hodin (podla EUCAST).

HODNOTENIE A INTERPRETACIA

Vyberte dosticku z inkubacného vrecka a overte narast v kontrolnej jamke (K).
V pripade, Ze nepozorujete rast indikovany ruzovym zafarbenim v jamke K, test
opakuijte. Vyhodnotte vizualnu zmenu zafarbenia. Pévodna modra farba prechadza
vplyvom nérastu baktérii v jednotlivych jamkach na ruzovu farbu (tabulka na str.3).
Ako hodnotu MIC odéitajte prvu jamku, ktora je farebne odli$na oproti jamke
K a tvori prechod z ruzovej do modrej / fialovej farby. Vyhodnotenie je mozné
realizovat taktiez pristrojovo. RozloZenie ATB a €iselné vyjadrenie hodnét MIC (v
mg/l) pre Staphylococcus sp. / Streptococcus sp. je uvedené v tabulke na str.3 (MIC
GP) a pre Enterococcus sp. na str.4 (MIC ENC).

KONTROLA KVALITY
Kontrolné kmene su uvedené na strane 3 (MIC GP) a str.4 (MIC ENC).

LIKVIDACIA ODPADU

S materidlom zo suprav zachadzajte vzdy ako s potencialne infekénym odpadom.
Odpad likvidujte podla internych operaénych postupov a smernic v sulade s
legislativou vasej krajiny. Komponenty stpravy neobsahuju nebezpeéné latky.

EN

SUMMARY AND EXPLANATION

The kits are intended for antimicrobial susceptibility testing of Gram positive
bacteria, especially Staphylococcus sp. and Streptococcus sp. (MIC GP) and
Enterococcus sp. (MIC ENC) on the basis of determination of MIC values. MIC
(minimal inhibitory concentration) is the lowest concentration of antimicrobial agent,
which visibly inhibits bacterial growth.

PRINCIPLE

The kits contain 96 well microplates containing descending gradient of dehydrated
antimicrobial substrates and excipients. Rehydration of test is realized by
suspension media (4001). The results are evaluated after 16-20 hours of incubation.

THE KIT CONTAINS

- 25 microplates / tests signed with red colour (MIC GP) or with black colour (MIC
ENC)

25 PE bags

- working manual

- 13 result forms

REQUIRED REAGENTS AND MATERIAL

Reagents :
- Suspension media (Ref. 4001)
- Sterile saline
Material:
- Pipettes, tampons, inoculation loops, burner, tubes and other basic laboratory
equipment.

WARNINGS AND SAFETY PRECAUSIONS

e For in vitro diagnostics use and microbial control only!

e For professional use only !

e Follow the instructions exactly!

e Used strips should be considered as potentially infectious and this must be
respected when handling.

o Observe common safety measures according to the regulations of your country.
« Before use, check if the packing is intact.

e Do not use damaged Kkit.

STORAGE CONDITIONS

Store kits at temperature from +2 to +25°C.
Expiration is placed on each packaging.

DIAGNOSTICS spol. s.r.o.
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SAMPLES

Isolate microorganisms, which have to be tested from suitable cultivation medium
according to standard microbiological techniques.

RECCOMENDED PROCEDURE

Preparation of inoculum

» Take some well isolated colonies by inoculation loop from pure 18-24 hours old
culture and put it into the tube with sterile saline.

« Prepare well homogenized suspension of turbidity of 0,5 McF.

e Inoculate 60 pl of freshly prepared bacterial suspension into suspension media
(Ref. 4001). Use supsension immediately after preparation.

« If you use inoculator — please pour the bacterial susension into sterile lid.

PREPARATION OF MICROTITRATION PLATE
e Open aluminium sachet and mark microplate with number of examined cultures.

INOCULATION
Inocuation by pippete — inoculate 100 pl of bacterial suspensioon into each well of
microplate.

Inoculation by inoculator — fill each well of microplate by 100 pl by sterile suspension
media (Ref. 4001). Inoculate microplate by inoculator by following instructions:
immerse sterile into bacterial suspension and apply bacterial suspension with
circular movements into first half of microplate. Repeat procedure for the second
half of the microplate.

INCUBATION

Put the microtitration plate to packed PE sachet. Bend the end of the bag under
microtitration plate — to avoid drying of bacterial suspension. Incubate at
temperature 35£1°C for 16-20 hours (according to EUCAST).

EVALUATION AND INTERPRETATION

Remove microtitration plate from PE incubation sachet and check bacterial growth
in microwell K (growth control) Repeat the test in case, that K microwell is negative
(blue/ purple) (table on page 3). Evaluate change of original color and compare with
control microwell (K). MIC value is the first microwell with color which differs
from control microwell (K). Evaluate test manualy or by reader. ATB dilution
layout and MIC values (mg/l) for Staphylococcus sp. / Streptococcus sp. is in table
on page 3 (MIC GP) and on page 4 for Enterococcus sp. (MIC ENC).

QUALITY CONTROL
Control strains are on the page 3 (MIC GP) and page 4 (MIC ENC).

WASTE LIQUIDATION

Work with material as with potentially infectious agents. Liquidate leavings
according to internal pprocedures and legislative of your country. The kit doesn’t
contain dangerous components.

CczZ

UCEL URCENI A POPIS

Soupravy jsou uréeny k stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) Gram-
pozitivnich bakterii, zejména stafylokokd a streptokokli (MIC GP) a enterokoku
vede k viditelnému omezeni rastu mikroorganizmu.

PRINCIP

Soupravy se skladaji z mikrotitraéni desticky v 96 jamkovém formatu obsahuijici
dehydratované antimikrobialni latky tvofici sestupny koncentracni gradient a dalsi
pomocné latky potfebné pro stanoveni hodnot MIC. Rehydratace probiha
v suspenznim médiu (4001) se suspenzi bakterii. Vzorek je po inkubaci
vyhodnocen bud’ vizuané nebo pristrojove.

OBSAH SOUPRAVY
- 25 mikrotitracnich desti¢ek zna¢enych ¢ervenou barvou (MIC GP) nebo ¢ernou
barvou (MIC ENC)
- 25 inkubacnich sacku
- pracovni navod
- 13 vysledkovych formulara

POTREBNA, ALE NEDODAVANA CINIDLA A MATERIAL
Cinidla :
- Suspenzni médium (kat.¢. 4001)

- Sterilni nepufrovany fyziologicky roztok
Material:

- Pipety, tampony, klicky, kahan, zkumavky a dal$i zakladni vybaveni
mikrobiologické laboratofe
VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI
o Jen pro diagnostické pouziti in vitro.
« Jen pro profesionalni pouzitie.
o Dodrzujte pfesné pracovni navod!
e VSechny vzorky a inokulované produkty povazujte za potencionalné infekéni a pfi
manipulaci s nimi je tfeba respektovat obvyklé bezpe€nostni opatfeni dle platnych
predpisa.
o Nepouzivejte produkt po datu expirace.
e Pred pouzitim zkontrolujte, zda je obal neposkozen.
* Poskozené soupravy nepouzivejte.

PODMINKY SKLADOVANi

Soupravy uchovavejte pfi teploté +2 az +25°C.
Expirace je uvedena na kazdém baleni.

VZORKY

Testované mikroorganizmy izolujte z vhodného neselektivniho kultivaéniho média
podle standardnich mikrobiologickych postupu.

PRACOVNIi POSTUP

Priprava inokula

» Bakteriologickou klickou nebo tamponem setfete z Cisté a dobfe narostlé 18-24
hod. kultury nékolik dobfe izolovanych kolonii avneste do zkumavky
vytemperovaného sterilniho a nepufrovaného fyziologického roztoku.

« Radné homogenizuijte. Zakal suspenze musi odpovidat hodnoté 0,5 McF.

* VVneste 60 yl pfipravené bakterialni suspenze do supenzniho média a po dusledné
homogenizaci okamzité pouzijte.

* V pfipadé pouziti inokulatoru vlijte pfipravenou bakterialni suspenzi do sterilniho
vicka Petriho misky nebo jiné vhodné sterilni nadoby.

PRIPRAVA MIKROTITRACNI DESTICKY

» Oteviete obal mikrotitracni desticky a zaznamenejte na ni Cislo vySetfovaného
vzorku.

« Mikrotitraéni desti¢ku pouzijte okamzité po otevfeni hlinikového sagku.

INOKULACE

Inokulace pipetou — vneste 100 pl bakterialni suspenze v suspenznim médiu do
kazdé jamky mikrotitrani desticky.

Inokulace inokulatorem — napliite mikrotitraéni desticku 100 pl sterilniho
suspenzniho média. Inokulujte mikrotitraéni desticku sterilnim inokulatorem. Sterilni
inokulator ponofte do bakterialni suspenze a vneste krouzivym pohybem do jedné
poloviny mikrotitraéni desti¢ky. Opakujte postup pro naneseni bakterialni suspenze
do druhé poloviny mikrotitraéni desticky.

INKUBACE

Nainokulovanou desti¢ku vlozte do inkubaéniho sacku. Okraj sacku zahnéte pod
dno mikrotitraéni pdesti¢ky. Zabranite tim vysychani inokula. Inkubuijte pfi teplote
35+1°C po dobu 16-20 hodin (dle EUCAST).

HODNOCENI A INTERPRETACE

Vyjméte desticku zinkubaéniho sacku a ovéfte narlst v kontrolni jamce (K).
V pfipadé, Ze nepozorujete rust indikovany rdZzovym zbarvenim v jamce K, test
opakuite.

Vyhodnotte vizudlni zménu zbarveni. Plvodni modrd barva prechazi vlivem
narlstu bakterii v jednotlivych jamkach v rdZovou barvu (tabulka na str.3). Jako
hodnotu MIC odedcitejte prvni jamku, ktera je barevné odliSna oproti jamce
K atvofi pfechod z rizové do modré / fialové barvy. Vyhodnoceni je mozné
realizovat taktéZ pfistrojové. Rozlozeni ATB a Ciselné vyjadfeni hodnot MIC (v mg/l)
pro Staphylococcus sp. / Streptococcus sp. je uvedeno v tabulce na str.3 (MIC GP)
a pro Enterococcus sp. na str.4 (MIC ENC).

KONTROLA KVALITY

Kontrolni kmeny jsou uvedeny na str. 3 (MIC GP) a str.4 (MIC ENC).

LIKVIDACE ODPADU

S materidlem ze souprav zachazejte vzdy s jako s potencialné infekénim odpadem.
Odpad likvidujte podle internich opera¢nich postupli a smérnic v souladé s
legislativou vasi krajiny. Komponenty soupravy neobsahuji nebezpecné latky.

DIAGNOSTICS spol. s.r.o.
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HODNOTENIE NARASTU MIKROORGANIZMU / EVALUATION OF COLOR CHANGE / HODNOCENi NARUSTU MIKROORGANIZMU

rastie (pozitivny) / bacterial growth (positive) / roste (pozitivni) ruzova / pink / riizova

nerastie (negativny) / no growth (negative) / neroste (negativni) modra az fialova / blue or purple / modra az fialova

MIC GP : Rozlozenie ATB a é&iselné vyjadrenie hodnét MIC (v mg/l) pre Staphylococcus sp. / Streptococcus sp. / ATB dilution layout and MIC values (mg/l) for
Staphylococcus sp. / Streptococcus sp./ Rozlozeni ATB a ¢iselné vyjadieni hodnot MIC (v mg/l) pro Staphylococcus sp. / Streptococcus sp.

Naze Penicilin Chloramphenicol Tetracyklin Ampicilin Erythromycin Clindamycin Ciprofi il G ycil Trimethoprim / Vankomycin Teikoplanin Nitrofurantoin
\ / sulfomethoxazol
ATB sulbactam
C(mg/l) PEN CMP TET AMS ERY CLI CIP GEN T/S VAN TEC NFT

A 4 32 8 16 8 16 8 16 4/76 16 16 128
R/R R/R R/R R/- R/R R/R R/- R/- IIR R/R -IR R/R

B 2 16 4 8 4 8 4 8 2/38 8 8 64
R/R R/R R/R S/- R/R R/R R/- R S/ R/R -IR SIS

C 1 8 2 4 2 4 2 4 1/19 4 4 32
R/IR SIS I S/- IIR R/IR RI/- R SIS SIR -IR SIS

D 0,5 4 1 2 1 2 1 2 0,5/9,5 2 2 16
R/R SIS S/S S/- S/R R/R S/- R S/S SIS -IS SIS

E 0,25 2 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,25/4,75 1 1 8
R/S SIS SIS S/- Sl R/IR SI- S SIS SIS -IS SIS

F 0,125 1 0,25 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5 0,125/2,375 0,5 0,5 4
SIS SIS SIS S/- SIS I/S SI- S SIS SIS -IS SIS

G 0,064 0,5 0,125 0,25 0,125 0,25 0,125 0,25 0,064/1,187 0,25 0,25 2
SIS SIS SIS S/- SIS SIS S/- S SIS SIS -IS SIS

H 0,032 0,25 0,064 0,125 0,064 0,125 0,064 0,125 0,032/0,594 0,125 0,125 K
SIS SIS SIS S/- SIS SIS SI- S SIS SIS -IS

Hodnoty MIC VAN plati pre / pro CoNS. Hodnoty MIC VAN pre S. aureus: S<2 mg/l, R24 mg/I.
Hodnoty NFT platia pre / plati pro S.agalactiae.

MIC values of VAN are valid for CONS. MIC VANfor S. aureus: S<2 mg/l, R24 mg/I.

MIC NFT are valid for S.agalactiae.

Vysvetlivky : R = rezistentny / | = intermediarny / S = citlivy / K = kontrola rastu

Interpretacia vysledkov podla EUCAST — Expert Rules in Antibacterial Susceptibility Testing (www.eucast.orq).
Pri hodnoteni vysledku testu je potrebné zohladnit prirodzené rezistencie podla vysledku rodovej / druhovej identifikacie mikroorganizmu.

Explanatory notes : R = resistant / | = intermediary / S = susceptible / K = growth control
Interpretation of results in accordance with EUCAST — Expert Rules in Antibacterial Susceptibility Testing (www.eucast.org).
It is necessary to considerate natural resistance of tested bacterial strains.

Vysvétlivky : R = rezistentni / | = intermediarni / S = citlivy / K = kontrola ristu

Interpretace vysledkt podle EUCAST — Expert Rules in Antibacterial Susceptibility Testing (www.eucast.org).
Pfi hodnoceni vysledku testu je potfebné zohlednit pfirozené rezistence podle vysledku rodové / druhové identifikace mikroorganizmu

MIC GP : KONTROLNE KMENE / CONTROL STRAINS / KONTROLNi KMENY

C(mg/l) PEN CMP TET AMS ERY CLI CIP GEN TIS VAN TEC NFT
S. aureus
CNCTC 5480 0,25-2 2-16 0,125-1 1-4 0,25-1 0,06-0,25 0,12-0,5 0,12-1 <0,5/9,5 0,5-2 0,25-1 8-32
CCM 4223
(ATCC 29213)

ATCC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA.
CNCTQ: The Czech National Collection of Type Cultures, SZU Praha, Srobarova 48, 100 42, Praha 10, tel. +420267081111, e-mail:cnctc@szu.cz
CCM: Ceska sbirka mikroorganismii, Masarykova univerzita Brno, Kamenice 5, 625 00 Brno, tel. +420549491430, e-mail: ccm@sci.muni.cz

DIAGNOSTICS spol. s.r.o.
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MIC ENC :Rozlozenie ATB a é&iselné vyjadrenie hodnét MIC (v mg/l) pre Enterococcus sp. / ATB dilution layout and MIC values (mg/l) for Enterococcus sp. /
Rozlozeni ATB a ¢iselné vyjadieni hodnot MIC (v mg/l) pro Enterococcus sp.

ATB Ampicilin Vankomycin Teicoplanin Nitrofurantoin Gentamicin Tigecycline Ampicilin Vancomycin Teikoplanin Nitrofurantoin Gentamicin Tigecycline
C(mg/l) AMP VAN TEC NFT GEN TGC AMP VAN TEC NFT GEN TGC
A 16 16 16 128 128 4 16 16 16 128 128 4
R R R R S R R R R R S R
B 8 8 8 64 32 2 8 8 8 64 32 2
| R R S S R | R R S S R
C 4 4 4 32 16 1 4 4 4 32 16 1
S S R S S R S S R S S R
D 2 2 2 16 8 0,5 2 2 2 16 8 0,5
S S S S S R S S S S S R
E 1 1 1 8 4 0,25 1 1 1 8 4 0,25
S S S S S S S S S S S S
F 0,5 0,5 0,5 4 2 0,125 0,5 0,5 0,5 4 2 0,125
S S S S S S S S S S S S
G 0,25 0,25 0,25 2 1 0,064 0,25 0,25 0,25 2 1 0,064
S S S S S S S S S S S S
H 0,125 0,125 0,125 1 0,5 K 0,125 0,125 0,125 1 0,5 K
S S S S S S S S S S
Hodnota MIC NFT pre / pro E. faecalis
MIC NFT is valid for E. faecalis
Vysvetlivky : R = rezistentny / | = intermediarny / S = citlivy / K = kontrola rastu
Interpretacia vysledkov podla EUCAST — Expert Rules in Antibacterial Susceptibility Testing (www.eucast.org).
Pri hodnoteni vysledku testu je potrebné zohladnit prirodzené rezistencie podra vysledku rodovej / druhovej identifikacie mikroorganizmu.
Prirodzené rezistencie mikroorganizmov k ATB je mozné vyhladat na internetovej adrese www.diagnostics.sk/atb.
Explanatory notes : R = resistant / | = intermediary / S = susceptible / K = growth control
Interpretation of results in accordance with EUCAST — Expert Rules in Antibacterial Susceptibility Testing (www.eucast.org).
It is necessary to considerate natural resistance of tested bacterial strains.
Vysvétlivky : R = rezistentni / | = intermediarni / S = citlivy / K = kontrola ristu
Interpretace vysledkl podle EUCAST — Expert Rules in Antibacterial Susceptibility Testing (www.eucast.org).
Pfi hodnoceni vysledku testu je potfebné zohlednit pfirozené rezistence podle vysledku rodové / druhové identifikace mikroorganizmu
MIC ENC : KONTROLNE KMENE / CONTROL STRAINS / KONTROLNi KMENY
C(mgl/l) AMP VAN TEC NFT GEN TGC
CCM 4224
E. faecalis 0,5-2 1-4 0,25-1 4-16 4-16 <0,125
(ATCC 29212)
ATCC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA.
CNCTQ: The Czech National Collection of Type Cultures, SZU Praha, Srobarova 48, 100 42, Praha 10, tel. +420267081111, e-mail:cnctc@szu.cz
CCM: Ceska sbirka mikroorganismii, Masarykova univerzita Brno, Kamenice 5, 625 00 Brno, tel. +420549491430, e-mail: ccm@sci.muni.cz
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