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DDM vs E-test

" Diskova difazni metoda:

- Kvalitativni test

- Vysledky C=citlivy, R=rezistentni, I= citlivy, zvySena expozice

- Plotny s agarem, disky s antibiotikem, difuze antibiotika do
agaru z disku, na povrch agaru naoCkovan testovany mikr.

-V misté, kde pusobi koncentrace antibiotika dostatecné
inhibiéné je ,projasnéna“ zéna bez narastu = inhibiéni zéna

- Pozor na spravné odecitani, nutno méfit pruméry inhibi¢nich
zon = > ATM s velkymi molekulami poskytuji menSi zony
(z davodu horsi mobility/difuze)

E-test

- Kvantitativni test

- Vysledky: Ize odecist hodnotu MIC

- Plotny s agarem, disky s prouzky napustéenymi gradientem
antibiotika, difuze antibiotika do agaru, na povrch agaru
naockovan testovany mikroorganizmus

- 'V misté, kde pusobi koncentrace antibiotika dostatecné
inhibi¢né je ,projasnéna“ zéna bez narlstu = elipsoidni
inhibiCni zona

- Pozor na spravné odecitani, nutno spravné kvalifikovat
misto, kde protne hranice inhibi¢ni zény pfislusnou
koncentraci ATM (vytiSténo na prouzku)




Diskova difuzni metoda
KVALITATIVNI metoda poskytujici vysledky

C citlivost (susceptibility)
R rezistence (resistance)
Cit|ivy, zvyéené expozice (dfive intermediarné citlivy, intermediate)

Novée (2019) EUCAST uvadi | = Citlivy, zvysena* expozice**

*
v EN EUCAST: ,Susceptible, Increased exposure® zachovava zkratku ,1“ pro tuto kategorii;

** expozice mikrooganizmu v misté infekce zavisi na zplsobu podavani, davce, davkovacim intervalu a dobé infuze
antimikrobniho pripravku, a rovnéz na jeho distribuci, metabolizmu a exkreci.

Nove (2017) CLSI uvadi pojem necitlivy (nonsusceptible)

... tam kde ie R raritni nebo nedefinovana)



Diskova difuzni metoda

Cilem je prokazat rezistenci (citlivost) testovanych
bakterialnich kmenu k antibakterialnim latkam.

Rozsah
vhodna predevsim ke stanoveni citlivosti
(rezistence) u nenarocnych
bakterii.

meéene vhodna pro pomalu rostouci bakterie a
bakterie se specialnimi naroky (vCetné anaerobu)

- pro tyto druhy bakterii jsou vyvinuty modifikace
metod, pud i kultivacnich podminek.

Posledni aktualizace EUCAST verze 10.1, leden 2023 viz :


https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Disk_test_documents/2023_manuals/Manual_v_11.0_EUCAST_Disk_Test_2023.pdf

Diskova difuzni metoda - princip

Metoda je zalozena na inokulaci standardizovanym inokulem
mikroorganismu - puvodcu patogeniho procesu, na povrch media -
nejCasteji Mueller - Hinton Agaru rozplneného na Petriho miskach.

Po inokulaci a odsati prebyteCného mnozstvi inokula jsou na povrch
media umisteny standardni papirové disky s antimikrobialni latkou.

Po predepsané inkubaci (16-20 hodin (EUCAST nebo specificky dle
druhu mikroorganismu) je méfen primer zén inhibice okolo kazdého
disku.

Pfi dodrzeni vSech kroku standardizovaného postupu plati pravidlo,
ze velikost zon je inverzné proporcionalni k breakpointu MIC
mikroorganismu a je dulezita pro urCeni terapeuticky dosazitelné
hladiny I€Civ v krvi pri systémovych onemocnenich nebo hladiny v
moci pfi mocCovych infekcich.

Metoda je standardni a spolehliva za predpokladu prisneho
dodrzeni pracovniho postupu, presneho mereni inhibiCnich zon,
presneho systému kontrol a spravne interpretace.



Diskova difuzni metoda - vyznam

Zakladni vysledky stanoveni slouzi jako
podklad pro vyber antimikrobnich latek se
zamerenim na cilenou IéCbu onemocneni
zpusobenou zkoumanym infekCnim agens.

RozsSirené vysledky (véetné vysledku
testovani latek nepouzivanych v terapii) slouzi
Jako podklad pro monitorovani a prehledy
rezistence.

Specialni vysledky pro ucely taxonomické
nebo pro ucely laboratorniho overovani nove
registrovanych pripravku.




Diskova difuzni metoda

Pozn.

Vysledky kvalitativnino vysetreni diskovou
difuzni metodou nemusi byt vzdy dostacujici
pro vyber, davkovani a IéCbu nekterych
infekci, ktere vyzaduji kvantitativni stanoveni
MIC (sepse, meningitis, endokarditis ...).



Pudy pro kultivaci

(L y v .
Nenarocné bakterie:
Mueller-Hinton agar

\_ Y,
Enterobacterales

Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas maltophilia
Acinetobacter spp.
Staphylococcus spp.
Enterococcus spp.
Aeromonas spp.
Achromobacter xylosoxidans
Burkholderia pseudomallei
Vibrio spp.

Bacillus spp.

Dle EUCAST verze 11.0, 2023

/Naroéné bakterie:
Mueller-Hinton agar + 5%

konskeé krve + 20 mg/L B-

\NAD (MH-F)

mechanicky defibrinované

~

_/

Streptococcus pneumoniae
Streptokoky sk A,B, Ca G

Sk viridujicich streptokoku
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis

Listeria monocytogenes
Pasteurell multocida
Campylobacter jejuni a C. coli
Corynebacterium spp.

Aerococcus sanquinicola a urinae

Kingela kingae



Diskova difuzni metoda

Mueller - Hinton agar (MHA) - komeréné vyrabéné medium :

MHA bez obohaceni vyhovuje pro testovani citlivosti vétSiny nenaro¢nych kmenu.
Rust nékterych druhd Ize podpofit pfidanim 5% defibrinované koriské/(dfive se
doporucovala a pouzivala i berani) krve do pidy - vznikne :

Krevni Mueller-Hinton agar (KMHA) -

komercni zaklad MHA + 50 ml defibrinované konské (dfive i berani) a 20 mg B-
NAD krve na 1000 ml pady vychlazené na max 45 °C a peclivé promichavani.

K testovani citlivosti hemofill a gonokoku Ize pouzit specialni komeréni produkty napf.:
MH - F (dle EUCAST) nahradil Haemophilus test medium - (HTM) — dile CLSI
dfive se také pouzivalo v laboratofi pfipravené médium:

Cokoladovy Mueller - Hinton agar (CMHA)

Pozor ! vysledky citlivosti nékterych antimikrobialnich latek jsou na tomto
meédiu podhodnoceny - napf. sulf / trimetoprim.

Pfiprava inokula (dle rustové naro¢nosti mikroorganizmu):
Fyziologicky roztok
Zivny bujon
Mueller - Hinton zivny bujon ( MHB)



Mueller-Hinﬂon-fastidious (MH-F)
Mueller-Hinton agar + 5% defibrinated horse blood
and 20 mg/L B-NAD

S. pneumoniae ATCC 49619  H. influenzae NCTC 8468




Diskova difuzni metoda
standardizace metody — kultivacni medium

DNES jiz Casto komercneé dodavano rozplnéné
Pokud provadite experimenty a pudy si pripravujete sami:
Rozplneni sterilniho kultivacniho média
po 25 ml u P.M. o prtuméru 90 mm ... na jednotlivé P.M.
Po 31 ml u P.M. o pruméru 100 mm
Po 71 ml u P.M. o pruméru 150 mm
Po 40 ml na Ctvercove plotny (100 x 100 mm)

Zkontrolovat zejména pri nakupu novych misek skutecnée
potrebny objem pro dosazeni 4mm vrstvy !!!

Nalévat na presné vodorovné podlozce (kontrola vodovahou):
vyska agaru 4 mm.

Pozor pfi doplhovani suplementu (krev, NAD) nutno pudu
ochladit na cca 42 — 45 °C



Diskova difuzni metoda

standardizace metody: uchovavani ploten s
kultivaénim médiem

Uchovavani P.M.
Jedna az tri misky z kazdé pfripravene serie se
inkubuiji pfi 37°C / 24 hodin pro kontrolu sterility (v
oddélenem termostatu).

Plotny lze uchovat tyden pri chladniCkove teplote
+4°C. Zatavenim ploten do sacku nebo dukladnym
prebalem alobalem Ize zamezit odparu vody a
prodlouzit dobu pouzitelnosti na 2 tydny po priprave.

Pred pouzitim je nutno odstranit kapky kondenzni
vody na povrchu ploten kratkym predsusenim (bez
vicka, do 15 minut / 35°C (EUCAST, 2019)

Sledujte/respektujte rovnéz pokyny vyrobce medii.



Diskova difuzni metoda
standardizace metody: vihkost ploten

Pred inokulaci plotny maji mit pokojovou teplotu

Povrch agaru pred pouzitim nesmi vykazovat znamky
prebytecné vihkosti

Plotny ale nesmeji byt ani presusené

v zadném pfipadé ne odchlipujici se agar od stén misky, prasklinky!)
KapiCky vody na agaru nebo vicku misek(zejména pozor u
ploten skladovanych v sacku, alobalovém prebalu)

Nadbytek vihkosti zpusobuje neostré okrej zon, povlak uvnitf zén
Plotny Ize predsusit v pfipadé potreby:

pfi 20-25°C, nebo

s odkrytym vickem 35°C/15 min (zde pozor na kontaminaci!)



Diskova difuzni metoda - disky

Spektrum testovanych antimikrobialnich latek zavisi :
druhu testovaného mikroorganismu
typu infekce a k tomu odpovidajicich antibiotik napf. podle schopnosti
pronikat do urcitych tkani
typu zvirete (druh, stafri, potravinové — nepotravinove)
ucelu vysetreni - viz zakladni, rozSifené a specialni typy testu
dostupnosti testovanych antibiotik (u urcitych typt antimikrobnich latek Ize

testovat analoga nebo zastupce urcité farmakologické skupiny a vysledky
vztahnout a interpretovat pro jednotliva atb)

Pfi pouziti Petriho misek s maximalnim primérem 9 cm by méla sestava
obsahovat maximalné 6 disku. Sestavy by mély byt po urcité obdobi
viceméneé stabilni ( pro moznost srovnavani vysledku).

Pro kladeni stabilnich sestav disku Ize pouzit tzv. disk dispenzort = davkovacu
pro atb disky, kde muzeme zachovat i poradi disku (vyhodné pro poloautomatické
nebo automatické hodnoceni).



Diskova difuzni metoda

standardizace metody - disky

Uchovavani disku

Disky se uchovavaji v zavislosti na druhu antibiotika a doporuceni vyrobce
v rozmezi -20°C az + 4°C. Na obalu diskt musi byt vyznadeno datum
expirace a presny zpusob uchovavani disku.

Pozor na disky s labilnimi antibiotiky (fidit se pokyny vyrobce)

Nelze pouzivat disky s proSlou expiraci, nebo s nevhodnym zpusobem
uskladneni.

Disky distribuované v davkovacich kontejnerech, které po prvnim otevreni
umoznuji navlhani skladujeme v uzavienych zkumavkach s gumovou
zatkou s tbl absorbujici vihkost (ta je pfilozena v puvodnim baleni).

Dveé hodiny pred pouzitim se disky umisti do pokojove teploty pro
odstranéni kondenzni vody. Lépe je ponechat disky béhem pracovniho dne
v pokojove teploté nez je opakovane vytahovat a ukladat do lednice.

Pozn . Disky musi vykazovat odpovidajici reakci s citlivym referenénim mikroorganismem



Diskova difuzni metoda:
standardizace metody - inokulum

Priprava inokula o vyhovujici koncentraci bunék:

pouziva se fyziologicky roztok - Vybér dobfe izolovanych kolonii
zékalovy e 0’5 dle McFarlanda vyrostlych pfes noc na neselektivni pudé
odpovidajici koncentraci:

1 -2 x 108 bunék/ml pro E. coli...
EUCAST, 2019 + video)

Vyjimka: S. pneumoniae 0.5 McFarland z krevniho agaru,
ALE 1.0 McFarland z Cokoladového agaru

Hodnoceni referencni suspenze a suspenze
mikroorganismu pomoci zakalometru.



Poznamky

Lze pouzit tamponu a rotacniho plotnoveho inokulatoru
Pro G+ nevymackavat tampon o sténu zkumavky, davat
VELMI pozor, aby bylo skuteCné huste, bez mezer naoCkovano

Pro G- lehce vymacknout tampodn o sténu zkumavky, lehce
opét, pokud mozno bez mezer naocCkovat

Inokulujete-li pouze rukou+tamponem, pouzit kfizem 3 smery

Inokulace ploten

» Inokulum se roztira tamponem ve tfech smérech nebo
rotatorem tak, aby byl nao€kovan cely povrch plotny.

» U grampozitivnich bakterii se dba se zvlast peclivé na to, aby
nevznikly Zadné mezery mezi ockovacimi ¢arami.

»  OCkuje-li se stejné inokulum na nékolik ploten, pak se tampon
vZdy pfed o€kovanim na dalsi plotnu ponofi do suspenze.

< »
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https://www.youtube.com/watch?v=iRveNVZ-xxk&index=2&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ
https://www.youtube.com/watch?v=iRveNVZ-xxk&index=2&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ
https://www.youtube.com/watch?v=iRveNVZ-xxk&index=2&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ

Diskova difuzni metoda

standardizace metody — referencni
mikroorganismy

Referencéni mikroorganismy

jsou kmeny se stabilnimi vlastnostmi a znamou
citlivosti k antibiotikim poskytované sbirkami
typovych kultur.

Slouzi pro kontrolu presnosti stanoveni a kontrolu
dodrzovani standardni hustoty inokula a
standardniho pracovniho postupu.

S touto kontrolou je nutno pracovat nejlépe pri kazdé
sérii stanoveni, zcela nezbytna je pak kontrola kazde
nove série pud a disku.



Kontrola kvality MH dle EUCAST

Ovéreni, zda zejména kvalita narustu a velikost inhibi¢nich zon
odpovida referencnim hodnotam se sbirkovymi kmeny:

Indikatory problému jsou:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853:

Inhibiéni zény AMINOGLYKOSIDU o mensim/vé&tsim praméru
nez je dolni/horni limit indikuji vysokou/nizkou hladinu
dvojmocnych kationtu v kultivaéni ptudé !

Enterococcus faecalis ARCC 29 212:
Inhibicni zony SULFAMETHOXAZOLU/TRIMETHOPRIMU

o0 menSim praméru nez je dolni limit ukazuji an vysoky obsah
thyminu a thymidinu v padé



Obecneé interferujici latky a parametry
ovliviaujici spravnost vysledku

Nizky obsah zivnych latek

Vyska agarové vrstvy

Hustota inokula

Nespravné
Kontaminace

Zmeéna vlastnosti

je pricinou zvétSeni zén inhibice.

nizka vrstva zpusobuje neumérné zvétSeni zén inhibice

nizka hustota zpusobuje neumérné zvétSeni zon inhibice
vysoka hustota zpusobuje neumérné zmenseni zon inhibice

pfipraveny nebo znehodnoceny zakalovy standard.
testovaného kmene ze vzorku nebo referenéniho kmene

referencniho kmene, ktera zpusobuje zkresleni v hodnoceni vysledkd.

Nestandardni obsah antibiotika v disku zpUsobeny proSlou expiraci, nespravnym skladovanim nebo

Obsah iontu Ca a Mg

Krevni komponenty

pH pudy

navlhnutim disku.

v testovacim médiu : napf pfi vysokém obsahu téchto iontd maji i kmeny
citlivé k aminoglykosidim inhibi¢ni zény mensi nez je limit citlivosti, (ko
kvality P. aeruginosa ATCC 27853 (EUCAST), problémy i s tetracykliny

(vyjma korniské krve) obsahujici thymidin a ovliviiujici vysledky
sulfonamidd, trimetoprimu a jejich kombinaci. Vysledky pro tato

antibiotika na KMHA s berani krvi byvaji podhodnocovany. Ko kvality s
kmenem E. faecalis ATCC 29212 ( EUCAST)

niz8i pH nizsi ucinnost makrolidd a aminoglykosidu, vyssi tetracyklin(
a beta-laktamuU a naopak.



Diskova difuzni metoda,

aneb na detailech zalezi, testujte a interpretujte dle metodik
vydanych stejnym uradem ( v max mozném rozsahu)

Kultivace mikroorganizmu zakladni Ci specialni (napf. selektivni média)

Priprava inokula a inokulace velice zalezi na Cistoté kultury ! VétSina
,podivnych® vysledku je v dusledku kontaminace testované kultury.

Kladeni disku
(manualné, dispenzorem — neposunovat jiz jednou umisténé disky !)

Inkubace
s ohledem na specifické kultivacni naroky mikroorganismd

Odecet vysledkla a hodnoceni
(automaticky, poloautomaticky, manualni odecet)

Interpretace a odeslani vysledku
viz téz Guidance on breakpoint table, EUCAST, 2017:


https://www.youtube.com/watch?v=pH1WaVgPRnY&index=5&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ
https://www.youtube.com/watch?v=pH1WaVgPRnY&index=5&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ

.-/

K inokulaci ploten
Ize pouzitdzv.

disc disp_'@nzorﬁ

The 15-15-15 minute rule

Prepare plates so that you:

» Use the inoculum within 15 minutes of preparation — and

never beyond 60 minutes.

* Apply disks within 15 minutes of inoculating plates.

« Start incubation within 15 minutes of application of disks.

EUCAST 2010 Version 1.1 20

VIDEO —-EUCAST:

https://www.youtube.com/watch?v=S3SQ2BptvoQ&index=3&l
ist=PLQU_kWRWBId4X9Acg59iNKIj4QwNRJShJ&t=0s

(zdroj EUCAST®)



Inkubace ploten

Plotny se obrati vickem dolu (zjisti se pfilnuti disku k
agaru, nesmeji odpadnout)
Do 15 minut od naockovani pfesun ploten do inkubatoru

Nejlépe sloupce max 5 miskach), kvalitni a rovhomérné
prohrati, myslet na kapacitu inkubatoru, aby byla realna
cirkulace tepla a prohrati (respektovat kvalitativni
parametry inkubatoru).

Plotny se standardnim meédiem MH pro nenarocne
bakterie se inkubuji pri 35°C ve vzduchu (neni potreba
generovat specificke prostredi).

Plotny s MH-F (tedy rustové naroénymi) se inkubuiji v
mikroaerofilnim prostredi (inkubator s 4-6% CO,), teplota
rovnéz 35°C.



Incubation of plates

Organism

Incubation conditions

Enterobacterales

35+1°C in air for 18+2 h

Pseudomonas spp.

35+1°C in air for 18+2 h

Stenotrophomonas maltophilia | 35£1°C in air for 182 h

Acinetobacter spp.

35+1°C in air for 18+2 h

Staphylococcus spp.

35+1°C in air for 18+2 h

Enterococcus spp.

35+1°C in air for 18+2 h
(24 h for glycopeptides)

Aeromonas spp.

35+1°C in air for 18+2 h

Vibrio spp., Bacillus spp., 35+1°C air 18+2h
Achromobacter xylosoxidans, Burkholderia pseudomallei * 35+1°C air 18+2h

*nové dle edice 11.0 z ledna 2023
EUCAST 2019 Version 7.0
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Incubation of plates

Organism

Incubation conditions

Streptococcus groups A, B, C
and G

35%1°C in air with 4-6% CO, for 182 h

Viridans group streptococci

35%1°C in air with 4-6% CO, for 1812 h

Streptococcus pheumoniae

35%1°C in air with 4-6% CO, for 182 h

Haemophilus influenzae

35%1°C in air with 4-6% CO, for 182 h

Moraxella catarrhalis

35%1°C in air with 4-6% CO, for 182 h

Listeria monocytogenes

35%1°C in air with 4-6% CO, for 1812 h

Pasteurella multocida

35+1°C in air with 4-6% CO, for 1842 h

Campylobacter jejuni and coli

41+1°C in microaerobic environment for 24 h (40-48 h)

Corynebacterium spp.

35%1°C in air with 4-6% CO, for 1812 h (40-44 h)

Aerococcus sanguinicola and
urinae

35%1°C in air with 4-6% CO, for 1842 h (40-44 h)

Kingella kingae

35%1°C in air with 4-6% CO, for 1812 h (40-44 h)

Other fastidious organisms

Pending

EUCAST 2019 Version 7.0

20




Appendix A

Disk diffusion testing of Campylobacter jejuni and coli

The following methodology (Table A1) must be adhered to when performing disk diffusion
testing of Campylobacter jejuni and coli according to EUCAST.

Disk diffusion methodology for Campylobacter jejuni

Table A1 and coli

Mueller-Hinton agar supplemented with 5% defibrinated horse blood and 20
mg/L B-NAD (MH-F)

Medium In order to reduce swarming, the MH-F plates should be dried prior to
inoculation (at 20-25°C overnight, or at 35°C, with the lid removed, for 15
min).

Inoculum 0.5 McFarland

Microaerobic environment
41+1°C
24 h

Incubation should result in confluent growth. Some C. coli isolates may not
have sufficient growth after 24 h incubation. These are re-incubated
immediately and inhibition zones read after a total of 40-48 h incubation.

Incubation

An incubation temperature of 41+1°C was chosen to create favourable
conditions for growth of Campylobacter spp.

Read MH-F plates from the front with the lid removed and with reflected light.
Zone edges should be read at the point of complete inhibition as judged by
the naked eye with the plate held about 30 cm from the eye and at a 45-
degree angle to the work bench.

Reading

Gontrol | Campylobacter jejuni ATCC 33560 Dle EUCAST] 10.0 2022




Plates should look like this.. ..and NOT like this!



Diskova difuzni metoda: hodnoceni

Odeditaji se pouze misky s kontinualnim narastem.

Prasvitna média ( MHA, Haemophillus test medium, GC agar base)
1) Miska se umisti asi 5 - 7 cm nad ¢ernym matnym povrchem dnem vzhuru.
2) Osvétleni misky je nejlepSi pod uhlem 45 °.
3) Zméfi se velikost inhibiCni zony s presnosti na milimetry pfilozenim presného
méritka.
4) Pro stafylokoky a penicilinaza rezistentni druhy penicilint (oxa, met, naf)
- se pouzije prosvétleni misky
- je nutno provést peclivé pozorovani : jakykoliv narust i jednotlivych kolonii
je povazovan za pritomnost rezistence (resp. heterorezistentni populace).

Neprasvitna média (MH-F (KMHA), CMHA)
1) Narlst na misce je nutno hodnotit bez vicka s uhlem dopadajiciho svétla 45 °.
2) Velikost zony se méri kontaktnim méritkem primo na povrchu agaru.

3) Jsou - li testovany hemolytické mikroorganismy méfi zéna inhibice je méfena od
povrchu kolonie nikoliv od zony hemolyzy.

Po inkubaci se zméfi praméry inhibiénich zén :
u dobfe patrnych zon s ostrou hranici Ize pro presnost pouzit napf. analyzator obrazu Lucia
pouzivaji se rovnéz jiné automaticke readery (VITEC, OXOID)

u zén s neostrou hranici nebo u kmenu se Spatné patrnym nartistem pouZijeme posuvneé
méfitko



Odecitani zon

* Plotny MH se odecitaji ze spodni
strany proti tmavemu pozadi v
odrazenem svétle.

* Plotny MH-F se odecitaji po
odstranéni vicka z horni strany v
odrazeném svétle.

EUCAST 2019 Verze 7.0
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Examples:

E_ coli 5. aureus

5. pneumoniae
Ciprofloxacin Erythromycin Trimethoprim Rifampicin



Diskova difuzni metoda: hodnoceni

Pri méreni zon nebereme v uvahu:
plazivy rust uvnitf jinak dobfe ohrani€ené inhibi¢ni zény v pfipadé kmenu rodu
Proteus

- jemny narust velmi drobnych kolonii uvnitf zén vytvofenych okolo disku se
sulfonamidy nebo kombinaci sulfonamidy a trimetoprimem

- jemné podrustani kolonii pres jinak zfetelné patrnou hranici inhibiéni zény

DalSimu testovani rezistence a identifikaci podrobime vétsi a velké
kolonie rostouci uvnitf zon inhibice, je nutno se zamérit na takové kolonie zejména v
pfipadé:

- testovani penicilinaza rezistentnich penicilinovych antibiotik u kmenu stafylokokl

- testovani heterogennich populaci heterorezistentnich stafylokoku

- testovani rezistence vankomycinu u enterokoku

Dojde - i pfi testovani subkultur kolonii z vnitfni plochy zén k opakovani jevu

(a kultura se jevi morfologicky jako Cista) nebo je - li z6na mensi, hodnotime kmen
jako rezistentni.

Interpretace citlivosti nebo rezistence se provede dle tabulek uvadenych aktualné
Narodni referenc¢ni laboratofi pro antibiotika pfi SZU v Praze.



Odecitani zon — vyjimky (1)

Organism Antimicrobial agent | Reading inhibition zones

Enterobacterales Ampicillin Ignore fine growth that may appear as an inner
Ampicillin-sulbactam zone on some batches of MH agar.
Amoxicillin-clavulanic
acid

Enterobacterales Temocillin Ignore isolated colonies within the inhibition zone.

Enterobacterales Mecillinam Ignore isolated colonies within the inhibition zone.

E. coli Fosfomycin Ignore isolated colonies within the inhibition zone

and read the outer zone edge.
Proteus spp. Any lgnore swarming.
S. maltophilia, Trimethoprim- Ignore growth within the zone if any zone edge

A. xylosoxidans and B.
pseudomallei

sulfamethoxazole

can be seen, even when growth within the zone is
substantial.

S. aureus

Benzylpenicillin

Examine zone edge from the front of the plate
with transmitted light (plate held up to light).
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Odecitani zon — vyjimky (l1)

Organism Antimicrobial agent | Reading inhibition zones

Staphylococci Cefoxitin Examine zones carefully to detect colonies within
the inhibition zone.

Enterococcus spp. Vancomycin Examine zone edge from the front of the plate
with transmitted light (plate held up to light).

Streptococcus spp. Any Read inhibition of growth and not the inhibition of

haemolysis.

H. influenzae

Beta-lactam agents

Read the outer edge of zones where an otherwise
clear inhibition zone contains an area of growth
around the disk.

Aeromonas spp.

Trimethoprim-
sulfamethoxazole

Read the obvious zone edge and disregard haze
or growth within the inhibition zone

Any

Trimethoprim
Trimethoprim-
sulfamethoxazole

Ignore faint growth up to the disk and measure at
the more obvious zone edge.




Kolonie, které nelze povazovat za kontaminaci
by mely byt pri odectu brany v uvahu
(zdroj EUCAST®):

No zone - .~

Reading of zones with colonies within the zone.



Kontrola kvality je dulezita!

EUCAST routine quality control strains

Organism Culture collection numbers Characteristics

E. coli ATCC 25922; NCTC 12241; CIP 76.24 Susceptible, wild-type
DSM 1103; CCUG 17620; CECT 434

E coli ATCC 35218; NCTC 11954; CIP 102181 TEM-1 B-lactamase

DSM 5923; CCUG 30600; CECT 943

producer

K. pneumoniae

ATCC 700603; NCTC 13368
CCUG 45421; CECT 7787

ESBL producer
(SHV-18)

K. pneumoniae

ATCC BAA-2814

KPC-3, SHV-11 and
TEM-1

P. aeruginosa

ATCC 27853; NCTC 12903; CIP 76.110
DSM 1117; CCUG 17619; CECT 108

Susceptible, wild-type

S. aureus ATCC 29213; NCTC 12973; CIP 103429 Weak B-lactamase
DSM 2569; CCUG 15915; CECT 794 producer
E. faecalis ATCC 29212; NCTC 12697; CIP 103214 | Susceptible, wild-type

DSM 2570; CCUG 9997; CECT 795

EUCAST 2023 Version 11.0
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EUCAST routine quality control strains

Organism

Culture collection numbers

Characteristics

S. pneumoniae

ATCC 49619; NCTC 12977
CIP 104340; DSM 11967
CCUG 33638

Reduced susceptibility to
benzylpenicillin

H. influenzae

ATCC 49766; NCTC 12975
CIP 103570; DSM 11970
CCUG 29539

Susceptible, wild-type

Campylobacter
Jejuni

ATCC 33560; NCTC 11351
CIP 70.2T; DSM 4688
CCUG 11284

Susceptible, wild-type

EUCAST 2023 Version 11.0
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Kmeny pro detekci specifickych mechanizmu
rezistence EUCAST (rozsirena kontrola kvality)

Organism

Culture collection numbers

Characteristics

K. pneumoniae

ATCC 700603; NCTC 13368
CCUG 45421; CECT 7787

ESBL producer (SHV-18)

mecA positive, methicillin

S. aureus NCTC 12493; CCUG 67181 resistant (MRSA)
ATCC 51299; NCTC 13379 'r*;giz;f;e(':ﬂ;‘)’ga:ﬁ‘fs'de
E. faecalis CIP 104676; DSM 12956

CCUG 34289

vancomycin resistant (vanB
positive)

H. influenzae

ATCC 49247; NCTC 12699
CIP 104604; DSM 9999
CCUG 26214

Reduced susceptibility to B-
lactam agents due to PBP
mutations
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Culture Collections

ATCC American Type Culture Collection, USA
http://www.atcc.orqg

NCTC National Collection of Type Cultures, Public Health England, UK
https://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/nctc

CIP Collection de I'Institut Pasteur, France

https://www.pasteur.fr/en/public-health/biobanks-and-collections/collection-
Institut-pasteur-cip

DSM  Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
https://www.dsmz.de

CCUG Culture Collection University of Gothenburg, Sweden
http://www.ccug.se

CECT Coleccion Espanola de Cultivos Tipo, Spain
http://www.cect.org

EUCAST 2023 Version 11.0 34
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Subculturing of QC strains

Max 6 dnu lze z puvodniho

Non-fastidious QC strains oZiveného kmene délat
subkultury kontroly kvality

] S| S| S [

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6
Purity plate

Fastidious QC strains

/\/\/\/\/\
SES S S——

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Dav 5 Dav 6
Purity plate
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Mozné priciny chyb (1)

Uchovavani ploten

NedodrZeni postupu pfi pfipravé

Variabilita SarZi nebo zména dodavatele

Piuda Suplementy (variabilita Sarzi, chybna navazka, prosla expirace)
pH
Vyska agaru/objem agaru
Datum expirace
NedodrzZeni pravidla “15-15-15" (suspenze musi byt naotkovana
do 15 min, disky kladeny do 15 min, inkubace do 15 min)
Podminky Inkubace (teplota, prostiedi a ¢as)
vyéetieni | Inokulum (malo/hodné koncentrované, nebo nehomogenni)

Zpusob odecitani

Odeditani okraje zén

rwa

Mozné priCiny chyb (2)

Nespravny disk (chybné antibiotikum nebo obsah disku)

Disky

Sila disku (nespravne uchovani, labilita, datum expirace)

Nevyrovnani na pokojovou teplotu po otevieni zasobniku diski

Mnoho diskd na plotné (interference mezi latkami)

Kontrolni
kmeny

Nespravny kontrolni kmen

Mutace

Kontaminace

Staii kultury

FLICAST 2019 Verze 7 0
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Interpretace zo6n

» Pfed interpretaci vysledkl se ovéfi, zda prameéry
inhibiénich zon vytvofeneé kontrolnimi kmeny jsou
Vv pfipustném rozmezi.

Kontrola vysetreni citlivosti

* Namerene prumery inhibicnich zon se interpretuji v + Pouzivaji se doporué¢ené kmeny pro kontrolu kvality (viz EUCAST

kategoriich citlivosti (C, | a R) podle tabulek breakpointt QC Tables (http://www.eucast.org/ast of bacteria/qc_tables/, Eesky
EUCAST (EUCAST Breakpoint Tables Tabulky pro kontrolu kvality EUCAST (&esky
(www.eucast.org), ¢esky http://www.szu.cz/eucast- http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast).

dokumenty).

+ Pro kontrolu sloZky inhibitoru v discich obsahujicich kombinaci -
laktam-inhibitor B-laktamazy se pouzivaji specialni producenti -
f \ laktamazy. Tato kontrola se provadi rutinné. Aktivni slozka se
kontroluje standardnimi kmeny pro kontrolu kvality.

) » Kontrolni kmeny s definovanou rezistenci Ize pouzit ke kontrole
S Ied u j te schopnosti detekovat rezistenci (viz EUCAST QC Tables, (esky

http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast).
praVI del ne » Kontrolni kmeny Ize koupit ze shirek kultur nebo z komerénich

aktualizace ! ! ! Zdrojﬂ. EUCAST 2019 Verze 7.0

EUCAST
Eeské preklady nejvyznamnéjsich dokumentt na strankach SZU
http://www.szu.cz/eucast-dokumenty
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Z ledna 2022

(3  https://www.eucast.org/ast_of_bacteria/disk_diffusion_methodology/

a .

EUCAST Disk Diffusion Test Methodology

The EUCAST disk diffusion test is based on MH media and disks of a good quality. It is
calibrated to EUCAST clinical breakpoints using broth microdilution for MIC
determination. Updates are published regularly.

See also EUCAST instruction videos.

Anaeroby .
komplet NOVE !!

® Disk diffusion - Manual v 10.0 (1 January, 2022)
B Disk diffusion - Slide show v 10.0 (1 January, 2022)
® Disk diffusion - Reading guide v 9.0 (1 January 2022)

/ B Anaerobic bacteria - disk diffusion methodology v 1.0 (1 January 2022) including QC

recommendations.
Disk diffusion breakpoints for anaerobic bacteria are valid for FAA with 5% mechanically

defibrinated horse blood as the only additive.

®  Anaerobic bacteria - disk diffusion reading guide v 1.0 (1 January 2022)
Disk diffusion breakpoints for anaerobic bacteria are valid for FAA with 5% mechanically
defibrinated horse blood as the only additive.

For translations to other languages - contact National AST committees (NAC).

For previous versions of documents - see » Previous versions.
\




Metodika a kontrola kvality.vCetné kritérii QC

x E U C A S T EE:{{E&T&%%’QKE:EE . + Read FAA plates from the front with the lid removed and with reflected
» 3 PTIBI ITYT‘ TIN Iight
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
+ Hold the plate about 30 ¢cm from the eye at a 45-degree angle to the
. . work bench.
Read I n g g u I d e + Measure zone diameters with a calliper or ruler at the point of
complete inhibition as judged by the naked eye.
. . . — In case of double zones, read the inner zone edge.
EUCAST disk diffusion for selected . " one o
. . - . — If faint haze within the zone occurs, disregard haze and read

rapidly growing anaerobic bacteria the most obvious zone edge. Tilt the plate towards you to
on Fastidious Anaerobe Agar with better define the ohvious zone edge.

- Ignore haemolysis and swarming when reading zones.

Isolated colonies within the inhibition zone should be taken into account
when reading. For clindamycin, it is particularly important to

Version 2.0 examine zones carefully for colonies growing within the zone.
January 2023

5% horse blood (FAA-HB)

okyn pro spravné odecitani v€etné fotografii !
ANAEROBY )
UPDATE I!! Bacteroides spp.

This reading guide applies to the EUCAST disk diffusion
method for rapidly growing anaerobes based on
Fastidious Anaerobe Agar with 5% horse blood (FAA-
HB) and 16-20 h incubation with the following species: Piperacillin-tazobactam  Piperacillin-tazobactam Piperacillin-tazobactam Meropenem

— Bacteroides spp.

— Prevotella spp.

— Fusobacterium necrophorum
— Clostridium perfringens

— Cutibacterium acnes

\ Meropenem Meropenem Clindamyecin Metronidazole



AST of bacteria

Organization

Consultations

EUCAST News

New definitions of 8, land R

Clinical breakpoints and dosing

Rapid AST in blood cultures

Expert rules and expected phenotypes
Resistance mechanisms

Guidance documents

S0P

MIC and zone distributions and ECOFFs
AST of bacteria

IVDR

Media preparation

MIC determination

Disk diffusion methodology

Disk diffusion implementation
Breakpoint tables

Quality Control

Strains with defined susceptibility
Calibration and validation
Warnings!

MIC testing services from EUCAST

Previous versions of documents

AST of mycobacteria
AST of fungi
AST of veterinary pathogens

Frequently Asked Questions (FAQ)

https://www.eucast.org/ast_of_bacteria/disk_diffusion_methodology

Hh\ e '
EUCAST Disk Diffusion Test Methodology

The EUCAST disk diffusion test is based on MH media and disks of a good quality. It is ]
calibrated to EUCAST clinical breakpoints using broth microdilution for MIC .
determination. Updates are published regularly.

The EUCAST Development Laboratory has systematically investigated the quality of MH-
powders, antibiotic disks and of pre-poured MH plates for disk diffusion. The publications
from these investigations are available from the EUCAST website

(antibiotic disk quality, MH powder quality, the quality of pre-poured MH plates).

See also EUCAST instruction videos with subtitles in many languages.

® Disk diffusion manual v 11.0 (2 January, 2023)

®  Disk diffusion - Slide show v 11.0 (2 January, 2023)
Disk diffusion - Reading guide v 10.0 (2 January, 2023)
Anaerobic bacteria - disk diffusion methodology v 2.0 (2 January 2023). QC
recommendations are now included in the general QC document.
Disk diffusion breakpoints for anaerobic bacteria are valid for FAA with 5% mechanically
defibrinated horse blood as the only additive.
Anaerobic bacteria - disk diffusion reading guide v 2.0 (2 January 2023).
Disk diffusion breakpoints for anaerobic bacteria are valid for FAA with 5% mechanically
defibrinated horse blood as the only additive.

For translations to other languages - contact National AST commitiees (NAC).

For previous versions of documents - see + Previous versions.

ANAEROBY

UPDATE 2023




EUCAST klinické breakpointy

X EUCAsT =L Aktudlni verze 13.0, leden 2023

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Clinical breakpoints - breakpoints and guidance

January 2, 2023

® Clinical breakpoints (v 13.0) - file for printing (2 Jan, 2023)

imi i ihili i ® Clinical breakpoints (v 13.0) - file for screen (2 Jan, 2023)
Antimicrobial SUSCEpthIIIty testlng Major changes between breakpoint tables v 12.0 and 13.0 are: breakpoints and
methods for Corynebacterium diphtheriae and C. wicerans™ added, several | categories
removed (macrolides, tetracyclines, rifampicin), aminopenicillin breakpoints for
. . . Enterobacterales revised (flow chart soon to be published), additional breakpoints and
EUCAST disk diffusion method dosages in meningitis, an<{j several minor technigal change):s and clariﬂcation%c_) Fora F
complete list of changes, see breakpoint table, tab "Changes". The revision of fi
aminepenicillin breakpoints in Enterobacterales has been addressed in a
guidance document (14 Jan, 2023).
*EUCAST has received queries on difficulties encountered with some databases when
trying to distinguish between on one hand C. uicerans and on the other C.
pseudotuberculosis and C. sivaticum. Both species are uncommon in humans and have
lower clindamycin MIC values than C. wicerans. Neither has been considered or
validated when EUCAST breakpoints were determined. Check the clinical relevance of
the finding and if consider checking with a reference laboratory.

®  Clinical breakpoints - fungi
® Dosages (v 13.0) - file for printing and screen (2 Jan, 2023)

Metodiky

Before using the EUCAST breakpoint tables. ... there are changes in the breakpoint

Ve rze 1 1 . 0 tables every year. Some may be difficult to understand or accept without having followed the
development of and consultations on "breakpoints-in-brackets, breakpaints "for screen only”
202 3 amd the changing definitions of the susceptibility cateqories, especially the change from the

old "intermediate” (1) to the new "Susceptible, increased exposure” (1). Users of the tables

are urged to inform themselves on definitions of S, 1 and R, the use of the arbitrary, off-scale

o, . . breakpoints and the fact that Pseudomonas aeruginosa, for many agents, is never reported

VS | m eJ te S| S, only |, but is still possible to treat provided the dosing and mode of administration is
considered. Visit the section on new definitions of S, | and R, the recorded webinar on how

zZe I e ny Ch p ro kl I klOJ to handle the "Susceptible, increased exposure category” and read the first few tabs in the

breakpoint table (Notes, Guidance, Dosage, Technical uncertainty). Also, backtrack through
— v x . r - "consultations" to better understand how these were developed. For questions and
- > u p res n e n I y I comments on breakpoints, use the EUCAST subject related contact form.

v .
n a p r Vld ea Make sure the device you are using for the presentation of tables can correctly
display footnotes (Note,Note?) and other typographical tools.

® EUCAST instruction video on how to use the breakpoint table - download here.



SPECIFIKA ODECITANI

viz EUCAST prezentace
a video:

https://www.youtube.com/watch?v=aLFLTbAgVi0&list=P
LQU_kWRWBId4X9Acg59iNKIj4QwNRJShJ&index=4



Diskova difuzni metoda
sdélovani vysledku

Zasady pro sdélovani vysledku praktickému lékafi :
(dle metodického listu ¢. 16, 22.4. 1998, NRL ATB SZU Praha, CEM 5/ 98 str. 195, nicméné stale uZiteéné !)

Zakladni sdélena antibiotika :

C nebo R daného puvodce infekéniho onemocnéni k zakladnim atb (atb. tzv. prvni
volby pro danou infekci a daného puvodce) se sdéluje vzdy.

Do zavorky Ize uvest dalSi testovana antibiotika bez sdéleni konkrétnich vysledku,
ale s telefonnim Cislem pro konzultaci €i s dalSim doplfiujicim textem.

Selektivné sdélena antibiotika:

C nebo R k témto antibiotikim se sdéluje pfi rezistenci k nékterému ze zakladnich
nebo dalSich vysSetrenych antibiotik. V teto skupiné mohou byt u veterinarii
uvedena takeé atb s indikaCnim omezenim a to v pfipadé rezistence k zakladnim
antibiotikiim.

Ostatni antibiotika :

C nebo R k antibiotikiim, ktera pro dany druh bakterie nepatfi mezi zakladni nebo
selektivné sdélena antibiotika (ve veterinarni mediciné se tyka antibiotik

s indikaCnim omezenim) se sdéluje v souladu se zasadami antibiotické politiky
podle:

kvalifikované rozvahy o uc€elnosti téchto antibiotik pro terapii podle
e zavaznosti a druhu infekce,
e podle druhu situace v dané lokalité,
e podle vyskytu rezistentnich kmenul event. podle pfedchozi terapie,
e ve veterinarni mediciné i podle druhu chovu.



Diskova difuzni metoda:
sdélovani vysledku

Je-li bakterialni puvodce ohroZzujici zivot jedince nebo
jedincl a zavazné ovlivnaujici epidemiologickou situaci
v daném miste (JIP, oddeleni, ve veterinarni mediciné
chov), Ci jedna-li se o multirezistentni kmen bakterialniho
puvodce daného onemocnéni:
Sdéluji se vysledky vsech antibiotik prichazejicich do
uvahy pro léCbu spolu s komentarem a prehledem o
rezistenci v daném miste (oddeéleni, lokalita, chov) — jsou-li
tyto prehledy k dispozici.
Zaroven je vhodné uveést kontaktni telefon pro konzultace.



E-test




E-test

KVANTITATIVNI test citlivosti

k antimikrobialnim latkam
je relativne nova metoda,
princip agaroveé difuze, ale kombinuje difuzni a dilucni
pristup pro in vitro stanoveni citlivosti k antimikrobialnim
latkam pro Siroké spektrum mikroorganismu, nevyjimaje ani
vlaknité organismy a anaeroby,
E-test je jednoduse proveditelny,
na rozdil od diskové difuzni metody ukazuje i MIC,

prakticky pouze tehdy, je-li nutno otestovat jen malé
mnozstvi rtznych atb - z duvodu pracnosti a nakladnosti,

velkou vyhodou tohoto testu atb testované rutinné na MIC
panelu muze byt testovano individualné.

Snadna modifikace pro vlaknité mikroorganismy kdy je
pouzito specialni nutricné vyhovujici pevné médium.
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E-test - PRINCIP

Je obdobny jako u difuzni diskové metody,

vyZaduje standardni inokulum mikroorganismUi nanesené na povrch
agarove plotny,

na plotnu jsou aplikovany E-testoveé prouzky, obsahujici na svych
okrajich gradient antimikrobialni latky, ktera pronika do media a
ovlivhuje narust bakterii.

Antimikrobialni latka difunduje do agaru a vytvari kontinualni
koncentracni gradient antibiotika, ktery je vytvoren podél stran E -
prouzku.

Po inkubaci se vytvori elipsoidni inhibicni zéna.

MIC je odecCtena v misté, kde se hranice rustu bakterii protina s
okrajem prouzku.



E-test - PRINCIP

Muze byt vyCisleno siroké spektrum koncentrace
antimikrobialni latky, protoze je umoznena kontinualni
diluce (rozredeéni).

V zavislosti na antibiotiku, gradient pokryva kontinualni
koncentracni spektrum od

0,016 do 256 nebo

0,002 do 32 mg / ml.

Toto spektrum koresponduje s 15 dilucnimi
koncentracemi v konvencénim MIC testu.

Pouziti klasifikace citlivy, intermediarni, rezistentni s
prislusnym kvantitativnim vyjadrenim MIC

Zvlastni pozornost je tfeba vénovat testovani anaerobu.
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E-test - Postup

Vyjmuti P.M. a prouzku z chladni¢ky a ponechani k vytemperovani
pri laboratorni teplotée

Inokulace P.M.

(hustota na 0,5 Mc Farlanda, inokulum se dobre protrepe pro
zajisténi homogenity, nanést na P.M. a prebytek po cca 15 s odsat)

Aplikace prouzku

Umisténi do termostatu a inkubace
(pFizpusobit specifickym narokim mikroorganismu)

Hodnoceni a interpretace



E-test — aplikace prouzku

Umistéte vyznaCenim MIC na licové strané nahoru , tak ze
antimikrobialni latka je na rubové strane prouzku, nesmi se
posSkrabat rubové strany prouzku.
Pouzivate - li pinzety, uchopte opatrné na konci prouzku s oznaCenim E
. Ovérte si, Ze prouzky jsou od sebe bezvadné oddéleny pred aplikaci
na povrch agaru.
Pouzivate - li E-test aplikator, ujistéte se Zze adhesivni paska dodavana
s aplikatorem je aplikovana ve spravné pozici ( na kazdem konci
aplikatoru).
nejvysSSi koncentrace u okraje misky.
cela plocha prouzku byla v kontaktu s agarem.
pouzivate - li pinzety pokladejte jako prvni E konec prouzku na agar.
P.M. o pruméru100 mm - pouze jeden prouzek na misku a umistéte
jej do stredu misky.
P.M. o pruiméru 150 mm - neumistujte vice nez 6 E-test prouzku na
misku. Umistete prouzky ve stejnomerne vzdalenosti, tak aby
paprscité vybihaly ze stredu misky. Okraj prouzku oznacCeny E by se
mél dotykat okraju misky.



E-test — aplikace prouzku

Pritisknéte prouzky k povrchu agaru a ubezpecte se , ze prouzky
jsou v bezprostfednim kontaktu s povrchem pudy.

Odstrante velké vzduchové bubliny pod prouzkem pouzitim pinzety
a opatrnym tlakem na prouzek. Zacnete pod bublinkou a pohybujte
pinzetou smerem po koncentracnim gradientu smerem ke konci

oznaceném E . Pfitomnost malych bublinek nemuze zpUsobit chybu
v testu.

Po ulozeni E-test prouzku na plochu agaru nepohybujte jiz s
prouzkem do jine polohy. Po té, co prouzek prilnul k povrchu agaru,
antimikrobialni latka ze spodni strany prouzku okamzité difunduje do
pudy.

Pokud prouzek upadne na povrch agaru horni stranou dolu, opatrné
jej pinzetou nadzvednéte, obratte a umistéte na povrch agaru.

Jestlize prouzek upadl na povrch pracovniho stolu nebo jiného
objektu, muze byt pouzit pokud se nedostal do styku s vihkosti
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~DRUG RELATED EFFECTS
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Bactericidal drugs #h as aminoglycosides Bacterinstaric drugs such as erimethopeim and &Jmaﬁme inhibirors at mmu-ilnll [evels can ex-

give sharp “crisp” ellipses. MIC 0064 pg/ml. sulphonamides can give diffuse edges. Read at tend the ellipse below the MIC due to intrinsic
B0% mhibition. MIC 3 pg/ml. activity, Extrapolate the upper curvature rowards
the strip to get the MIC, MIC 0.75 pg/ml.



RESISTANCE MECI—IANISM RELATED EFFECTS

R:ad wlmtthe resistant suhpupulamn Isolated resistant colonies due ro low-level "Dip" effect due to mdueible macrolide reastance.
15 completely inhibired, MIC = 32 pg/ml. muration. MIC » 256 pg/ml, Extrapalare the ellipse towards the strip o ger the
MIC, 1.2 038 pugfml. This strain also has colonies
ar the upper range of the strip. MIC = 256 pgfml,



Py |

J i L

uun-ml:ln.:";mﬂﬂ# TE EEE

for microcolonies when reading [gnore swarming r,aud by Protens species. Read all individual colonies in ciindarl;iﬂ:in
enterococet. MIC 4 pg/iml, MIC (1064 ug/ml. ellipses for anaerobes. MIC 16 pg/ml,




Tik the plate ta visualize pin-point colonies

and hazes, especially for enterococe, pneu-
mocaccl, fusohacteria, Acimetobacter and
Stenctrophomonas spp, MIC 1 pg/ml,

Paradﬂ;:icai effect gives inhibition at low MIC
with regrowth at higher MIC. MIC » 156 pg/ml,

arefully to
pick up all micracolonies, Tilt the plate and/or
use a magnifymg glass. MIC 2 pg/ml.



A highly resistant subpopulation in preumao-
cocgl, MIC = 32 pg/ml,
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Ignore hacmolysis and read WE"-I'E growth is
inhibited. MIC 0,032 pg/ml.

T e i
Coagulase negarive staphylococc can show
trailing at the end paint due to glycopeptide
resistant subpopalations. MIC 12 pg/ml,




TECHNICAL &C HANDI TNG RELATED EFFECTS

[ntersection in herween mrl.ungq Read the
next hugher value, MIC 0,19 pgfml.
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Different intersections on either side of the

strip, Read the higher value; if the difference
15 » 1 dilution, repeat the test. MIC 0.3 pgfml.

lgnore a thin line of growth at the edge of the
sirip caused by organisms growing in a tunnel

of wates MIC 0.25 pp/ml.



Upozorneni:

Prezentace je urCena vyslovne pro ucely vyuky,

pouzité fotografické materialy pochazeji z citovanych zdroju:

Web stranky EUCAST a SZU

Web stranky ABBIODISC (http://www.genetixbiotech.com/images/pdf/AB%20Biodisk.pdf)
E-test reading guide (slidy 38 - 43)

Prezentace neni uréena k dalSimu Sireni.



