MICRONAUT-S MRSA / GP

Nur zur in vitro Diagnostik

ERLIN

A Bruker Company

C€

Deutsch

Mikrotitrationsplatten fir die automatisierte oder
manuelle Empfindlichkeitsprifung von Gram-
positiven Bakterien.

TESTPRINZIP

Die  Empfindlichkeitsbestimmung mit den
MICRONAUT-S MRSA / GP Testplatten beruht
auf der Rehydratisierung von Antibiotika durch
Zugabe einer standardisierten Bakteriensuspen-
sion. Das Ergebnis wird nach 18 - 24 Stunden
Inkubation bei 35 - 37°C photometrisch gemes-
sen und mit der MICRONAUT Software ausge-
wertet oder visuell abgelesen und interpretiert.

REAGENZIEN

Packungsinhalt

=  Pro Mikrotitrationsplatte kann 1 Test durch-
gefuhrt werden.

= Eine Verpackungseinheit enthalt 40 Testplat-
ten.

=  Abklebefolien (unperforiert)

Zusatzlich erforderliche Reagenzien

und Materialien

= Mueller Hinton Broth, cation adjusted
(CAMHB)

= MICRONAUT-H Medium

= Lysiertes Pferdeblut flr Streptococcus pneu-
moniae und andere anspruchsvolle Bakte-
rien, Fa. Thermo Fisher Scientific (Fa. Oxoid)
oder Fa. Fiebig-Nahrstofftechnik

* NaCl 0,9%

= 1-Kanal-Reservoirs

= 8-Kanal-Pipette (100-1200 pl) inkl. Pipetten-
spitzen

= Photometer (validiert fir MICRONAUT-
Systeme)

» MICRONAUT Software

Die Artikelnummern der Reagenzien und Ma-
terialien sind Uber die lokalen Distributoren
erhaltlich.

Revision A (Oktober 2018)

Zusétzliche Labormaterialien
Brutschrank

McFarland Standard 0,5
Blutagarplatten (ohne Zusatz)
Impfosen

Markierstift

verstellbare Pipette (50-1000 pl)

ZUSAMMENSETZUNG DER MEDIEN

Medien Bestandteile
NaCl 0,9%, 1l Natriumchlorid
Mueller Hinton Broth Fleischextrakt
(Kationen-adjustiert) saures Casein-
100 Rohrchen 4 11,5 ml | Hydrolysat
(i 0,5 m|) Starke
20 Roéhrchen & 11,5 ml
(x0,5ml)
MICRONAUT-H Glucose
Medium? Haematin
) i} Neopepton
100 Réhrchen & 11,5 ml Tween 80
(0,5 mi) Pyridoxal
NAD
Columbia Broth Base
Hefeextrakt
Agarose Type Il A

1Zusammensetzung vertraulich

Hinweis: Die Medienauswahl erfolgt in Abhan-
gigkeit von der Testung nach internationalen
Standards bzw. der Keimgruppe. Fir aerobe,
schnell wachsende Gram-positive Bakterien soll-
te Mueller Hinton Bouillon als Standardmedium
verwendet werden. Bei besonderen Keimgrup-
pen ist anzuraten der Bouillon Supplement zuzu-
fugen.

Die Empfindlichkeitsprifung mit Daptomycin er-
fordert die Verwendung von Kationen-adjustierter
Mueller Hinton Bouillon.
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HALTBARKEIT / LAGERUNG

MICRONAUT-S MRSA / GP Testplatten sind in
der Originalverpackung bei 15-25 °C bis zum an-
gegebenen  Haltbarkeitsdatum  verwendbar.
Mueller Hinton Bouillon ist bei 15-25 °C,
MICRONAUT-H Medium bei 2-8 °C zu lagern.
Die Haltbarkeit der Medien ist der Produktkenn-
zeichnung zu entnehmen. Fur Reagenzien sind
die auf den Produkten angegebenen Lagerbe-
dingungen einzuhalten.

VORSICHTSMARNAHMEN

= Nur zur in vitro Diagnostik verwenden.

= Die Reagenzien nicht mit dem Mund pipettie-
ren.

= Nur fir die sachgemaflle Verwendung be-
stimmit.

= Proben, Bakterienkulturen und die beimpften
Testplatten mussen als potentiell infektits
und unter Beachtung entsprechender Vor-
sichtsmaf3nahmen durch entsprechend quali-
fiziertes Fachpersonal sachgemal3 behandelt
werden. Wahrend der gesamten Testdurch-
fuhrung muss aseptisch gearbeitet werden.
Informationen finden Sie in ,BioSafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories,
HHS Publikation No. (CDC) 99-8395, 4th Edi-
tion (April 1999)“, oder in den entsprechen-
den nationalen gesetzlichen Vorgaben.

= Den eingeschweildten Testplatten ist ein Indi-
katorbeutel mit Trockenmittel (,Blaugel”) zu-
gefugt. Das Trockenmittel enthalt Kobaltchlo-
rid. Bitte den Trockenbeutel nicht beschadi-
gen. Ein Farbumschlag des Indikatorbeutels
von blau nach rosa ist ein Anzeichen fur
Feuchtigkeitseintritt. Bitte diese Platte nicht
verwenden.

= Nach Ablesung und Auswertung der Tests
missen alle Proben, beimpfte und kontami-
nierte Produkte (Pipettenspitzen, Reservoirs
und Testplatten) autoklaviert, verbrannt oder
mit einer bakteriziden Desinfektionsldsung
behandelt werden, bevor sie entsorgt werden.

= Die strikte Einhaltung der Arbeitsanleitung ist
unbedingt erforderlich, jede Abweichung kann
die Qualitat der Ergebnisse beeinflussen.

= Die Interpretation der Testergebnisse sollte
durch geschultes, erfahrenes Personal auf
dem Gebiet der Mikrobiologie erfolgen. Der
klinische Hintergrund, Probenherkunft, Kolo-
nie- und mikroskopische Morphologie und
das Identifizierungsergebnis missen bei der
Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt
werden.

TESTDURCHFUHRUNG

Probenvorbereitung

= Ein Rohrchen mit 1-5 ml NaCl 0,9%,
pH 5,5 bis 6,5 bereitstellen.

= Ein Rohrchen des entsprechenden Mediums
(Mueller Hinton Bouillon bzw. MICRONAUT-
H Medium) bereitstellen.

Herstellung des Inokulums

= Mehrere einzeln liegende Kolonien einer
Reinkultur, die nicht alter als 24 Stunden ist,
vom Blutagar (ohne Zusatz) abnehmen.

» Die Kolonien in 1-5 ml NaCl 0,9% gut homo-
genisieren, bis die Tribung einem McFarland
Standard von 0,5 entspricht.

Mueller Hinton Bouillon

» Gram-positive Bakterien:
100 pl der Bakteriensuspension in 11,5 ml
Mueller Hinton Bouillon pipettieren und gut
homogenisieren.

= Anspruchsvolle Bakterien (z. B. Streptococ-
cus pneumoniae und andere anspruchsvolle
Streptokokken):
200 pl der Bakteriensuspension in 11,5 ml
Mueller Hinton Bouillon pipettieren. Fir aus-
reichendes Wachstum von anspruchsvollen
Bakterien ist der Mueller Hinton Bouillon ly-
siertes Pferdeblut zuzugeben. Die Endkon-
zentration des lysierten Pferdeblutes muss
mind. 2,5% in dem Medium betragen (275 ul
in 11,5 ml Mueller Hinton Bouillon). Das
supplementierte Medium ist gut zu homoge-
nisieren. Die Ablesung der MICRONAUT-S
MRSA / GP Testplatte muss visuell erfolgen.
Hinweis: Eine photometrische Ablesung mit
der MICRONAUT Software unter der Testart
»H“ ist moglich, wenn ausschlielich Pfer-
deblut der Firma Thermo Fisher Scientific
(Fa. Oxoid) oder der Fa. Fiebig-
Nahrstofftechnik in der Endkonzentration von
2,5% verwendet wird.

MICRONAUT-H Medium

= MICRONAUT-H Medium fir anspruchsvolle
Bakterien (z. B. Corynebakterien, Listerien)
und als alternatives Medium fir Streptokok-
ken:
200 ul der Bakteriensuspension in
11,5 ml MICRONAUT-H Medium pipettieren
und gut homogenisieren.
Hinweis: MICRONAUT-H Medium als Test-
medium fir anspruchsvolle Bakterien (z.B.
Streptokokken) darf nicht far die MHK-
Bestimmung gegeniiber Daptomycin einge-
setzt werden. Die Empfindlichkeitsprifung
von Daptomycin erfordert die Verwendung
von Kationen-adjustierter Mueller Hinton
Bouillon.
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Beimpfung

= MICRONAUT-S MRSA / GP Testplatte max.
30 Minuten vor Beimpfung aus der Einzelver-
packung entnehmen und das Trockenmittel
verwerfen.

» Die Testplatte beschriften.

= Die vorbereitete Suspension in ein 1-Kanal-
Reservoir geben.

= Die Beimpfung der Mikrotitrationsplatte er-
folgt manuell mit der 8-Kanal-Pipette mit 100
pl pro Kavitat.

Versiegelung und Inkubation

Mueller Hinton Bouillon

= Nach dem Beimpfen die Testplatten mit einer
unperforierten Abklebefolie verschlie3en oder
mit einer unbenutzten Mikrotitrationsplatte
abdecken (max. 5 Testplatten stapeln).

= Testplatten 18-24 Stunden bei 35-37 °C in-
kubieren.

MICRONAUT-H Medium

= Nach dem Beimpfen die Testplatten stapeln
und die Oberste mit einer Mikrotitrationsplatte
oder einem anderen Deckel abdecken. Nicht
mit Folie verschlieBen (max. 5 Testplatten
stapeln).

= Testplatten 22-24 Stunden bei 35-37 °C,
wenn notwendig unter erhdhter CO»-
Spannung inkubieren.

Ablesung

= Abklebefolien entfernen.

= Testplatten von unten abwischen.

» Ablesung der Testplatten photometrisch oder
visuell.

Auswertung

Die Wachstumskontrolle muss bewachsen (triib)
sein, andernfalls muss der Test wiederholt wer-
den.

Die Ergebnisse werden anhand einer photomet-
rischen Messung bei einer definierten Wellenlan-
ge ermittelt. Diese werden mit Hilfe der
MICRONAUT Software ausgewertet, interpretiert
und auf ihre Plausibilitat Uberprift (siehe Arbeits-
anleitung MICRONAUT Software). Das Tester-
gebnis wird am Bildschirm oder auf dem Befund-
ausdruck dargestellt. Unter den Testergebnissen
konnen Vermerke erscheinen, die z. B. Hinweise
auf zu geringes Wachstum, den MRSA Phénotyp
oder dokumentationspflichtige Keime etc. geben.

Bei der visuellen Ablesung sollten die Ergebnisse
auf dem Layout-Ausdruck oder einem Auswer-
teprotokoll protokolliert werden.
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INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Breakpoint Interpretation: Antibiotika, die in zwei Konzentrationen getestet werden.

Visuelle Ablesung Automatisierte Ablesung Ergebnis
1 2 1 2
Kein Wachstum Kein Wachstum - - S sensibel
Wachstum Kein Wachstum + - I intermediar
Wachstum Wachstum + + R resistent

1 = niedrige Breakpoint Konzentration
2 = hohe Breakpoint Konzentration

Erlauterungen

Zur Beurteilung der therapeutischen Erreger-
empfindlichkeit entnehmen Sie bitte die jeweili-
gen Grenzwertkonzentrationen der entspre-
chenden gultigen Norm (CLSI, EUCAST).

MHK-Wert

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) ist de-
finiert als die niedrigste Konzentration eines An-
tibiotikums, bei der kein bakterielles Wachstum
festgestellt werden kann. Bakterielles Wachstum
zeigt sich als Tribung des Mediums innerhalb
bzw. als Zellablagerung (Knopfchen-Bildung)
am Boden der jeweiligen Kavitaten der Mikrotit-
rationsplatten. Voraussetzung fur die Bestim-
mung von MHK-Werten ist eine positive (be-
wachsene) Wachstumskontrolle.

Springer

Vereinzelt kann es zum Auftreten von soge-
nannten ,Springern“ innerhalb der Mikrotitrati-
onsplatte kommen. Ein Springer &uf3ert sich
durch fehlendes Wachstum in einer oder mehre-
ren Kavitaten innerhalb einer Antibiotikum-
Konzentrationsreihe (Ubersprungene Kavitét),
wahrend die Vertiefungen der néchst héheren /
tieferen Konzentrationen Wachstum aufweisen.
Die Grinde fur das Auftreten von Springern
kénnen vielschichtig sein: Auspragung von He-
teroresistenzen, inhomogenes Inokulum bzw.
Inokulation, inadaquate Beflllung der Mikrotitra-
tionsplatten, Kreuzkontamination von Kavitaten
durch Verschleppung von Antibiotika beim Pi-
pettieren, Arbeiten mit Mischkulturen, Tropfen
von Bakteriensuspension am Rand der Kavit-
ten, die keinen Kontakt mit dem Antibiotikum
haben, etc..

Bei MICRONAUT-S MRSA / GP Testplatten
kann ein einzelner Springer innerhalb einer
Konzentrationsreihe ignoriert werden. Die Kon-
zentration der Kavitat, ab der durchgehend kein
Wachstum mehr auftritt, kann als MHK-Wert ab-
gelesen werden. Bei mehreren Springern inner-
halb einer

Konzentrationsreihe ist der Testansatz zu wie-
derholen. Bei Breakpoint-Konzentrationen (ma-
ximal 2 Konzentrationen pro Antibiotikum) gilt,
dass bei Vorliegen von Springern der Testan-
satz zu wiederholen ist.

Enterokokken Stamme

Die MICRONAUT-S MRSA / GP Testplatten
sind bei der Testung von Enterokokken visuell
zu Uberprifen.

© MERLIN Diagnostika GmbH
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ERLAUTERUNG DER ANTIBIOTIKA-KONFIGURATION DER
MICRONAUT-S MRSA / GP TESTPLATTE

Die Antibiotikakonfiguration der MICRONAUT-S MRSA/GP Testplatte ermdglicht die gezielte Erfassung
von klinisch relevanten Einzel- und Multiresistenzen bei Gram-positiven Erregern nosokomialer Infektio-
nen. Durch die Empfindlichkeitsprifung mit hochwirksamen Reserveantibiotika bestehen Alternativen bei
ausgepragter Multiresistenz.

Empfindlichkeitsprifung von Staphylokokken

Detektion von Staphylokokken-Penicillinasen durch Penicillin G-MHK-Bestimmung

Detektion der Oxacillin-Resistenz durch Oxacillin- und Cefoxitin-MHK-Bestimmung

Detektion der induzierbaren MLSg-Resistenz durch Testung der Antibiotikakombination Erythro-
mycin/Clindamycin

Erfassung der phanotypischen Resistenzmuster epidemischer MRSA

Testung von Reserveantibiotika

Empfindlichkeitsprifung von Enterokokken

Detektion der Ampicillin-Resistenz durch Ampicillin-MHK Bestimmung

Erfassung der phanotypischen Glycopeptid-Resistenzmuster Vancomycin-resistenter Enterokokken
durch Bestimmung der MHK gegentiber Teicoplanin und Vancomycin

Detektion von HLAR-Stammen durch Prifung auf Hochresistenz gegentiber Gentamicin
Testung von Reserveantibiotika

Empfindlichkeitsprifung von Pneumokokken

Detektion von PBP-Veranderungen durch Penicillin G-MHK-Bestimmung

Detektion der Chinolon Gruppe IV-Resistenz durch Moxifloxacin-MHK-Bestimmung
Detektion der Erythromycin-Resistenz

Detektion der Vancomycin-Resistenz

Testung von Reserveantibiotika
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TECHNISCHE HINWEISE

Um bestmdgliche Ergebnisse zu erhalten, be-
achten Sie bitte folgende Punkte der Ge-
brauchsanleitung genau:

= MICRONAUT-S MRSA / GP Testplatten sind
nur zum einmaligen Gebrauch bestimmt. Ei-
ne Wiederverwendung der Testplatten ist
ausgeschlossen.

» Arbeiten Sie mit Reinkulturen von Blutagar

(ohne Zusatz), die nicht alter als 24 Stunden
sind.
Ausnahme: Anspruchsvolle Bakterien kon-
nen nach 48 Stunden Inkubation bei 35-37 °C
von einer Blutagarplatte (ohne Zusatz) ent-
nommen werden.

= Wenn Sie keine Fertigndhrmedien verwen-
den beachten Sie bei der Herstellung der
Medien die genaue Anleitung der Rezeptur.

= Achten Sie bei der Benutzung von Mueller
Hinton Bouillon auf die korrekten Konzen-
trationen der zweiwertigen Kationen Ca?* und
Mg?* (20 bis 25 mg Ca?*/l und 10 bis 12,5 mg
Mg?'/l). Uberprifen Sie den pH-Wert der
Mueller Hinton Bouillon, er sollte zwischen
7,2 und 7,4 bei Raumtemperatur (25°C) lie-
gen.

= Verwenden Sie eine NaCl 0,9%, pH
55-6,5.

= Lagern Sie das MICRONAUT-H Medium bei
2-8 °C.

= Temperieren Sie das Medium vor Benutzung
ausreichend (1 Stunde im Brutschrank).

= Beachten Sie die genaue Einstellung der
NaCl Suspension auf McFarland Standard
0,5. Die hergestellte Suspension ist ausrei-
chend zu homogenisieren.

= Uberimpfen Sie die Bakteriensuspension zur
Reinheitskontrolle auf eine Blutagarplatte
(ohne Zusatz).

= Befolgen Sie die Inkubationszeiten. Die Inku-
bationszeit darf 18 Stunden bzw. bei an-
spruchsvollen Bakterien 22 Stunden nicht un-
terschreiten.

QUALITATSKONTROLLE

Die Testplatten und Reagenzien unterliegen in
verschiedenen Stadien der Produktion systema-
tisch durchgefuhrten Qualitatskontrollen. Die
bakteriologische Qualitatskontrolle kann mit fol-
genden Stammen durchgefuhrt werden.

Stamme ATCC Nr.t DSMZ Nr.2

Staphylococcus |ATCC 29213 |DSM 2569
aureus

Enterococcus ATCC 29212 |DSM 2570
faecalis

Streptococcus | ATCC 49619 |DSM 11967
pneumoniae

IATCC = American Type Culture Collection
2DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH

QUALITATS- UND LEISTUNGSDATEN

Es gelten die allgemeinen Anforderungen nach
DIN EN ISO 20776-1 und folgende. Bei der
Auswertung der Kontrollstamme missen die
MHK- bzw. Breakpoint-Werte der eingesetzten
Kontrollstamme innerhalb der in der entspre-
chenden Norm aufgefuhrten Grenz-
kontrollbereiche fur den jeweils getesteten Wirk-
stoff liegen.

Achtung: Bei der Empfindlichkeitsprufung von
Fosfomycin kann es bei den Kontrollstammen
zu Abweichungen von den MHK-Sollwerten
kommen. Ursache der zu hoch gemessenen
MHK-Werte ist die Auspragung einer Heterore-
sistenz infolge resistenter Subpopulationen.
Diese Abweichungen sind methodenspezifisch
und beruhen auf der vergleichsweise hohen im
Rahmen des Mikrodilutionsverfahrens vorge-
schriebenen Bakterieneinsaat (siehe Ballestero-
Tellez et al., 2017).

GEWAHRLEISTUNG

Die Qualitdtsdaten der MICRONAUT-S MRSA /
GP Testplatte wurden mit Hilfe der vorliegenden
Gebrauchsanleitung ermittelt. Abweichungen
oder Anderungen in der Testdurchfiihrung kén-
nen die Qualitat der Ergebnisse beeintrachtigen.
Jegliche Entschadigungsanspriiche sind in die-
sem Falle ausgeschlossen.
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ERLAUTERUNG DER SYMBOLE DER
ETIKETTEN

A >PODSdE

LOT
IVD

REF
O

interseroh
=

Nur zum einmaligen Gebrauch
Anzahl der mdglichen Tests
Lagerungsbedingungen

Gebrauchsanleitung

Sicherheitshinweise im Sicherheits-
datenblatt

Verfallsdatum

CE-Kennzeichnung gemaf
IVDD 98/79/EG

Angabe der Chargen Nr.

In vitro Diagnostika
Artikelnummer

Logo des beauftragten Unternehmens
gemal 8§ 11 der VerpackungsVO zur
stofflichen Verwertung der anfallenden
Verpackungen. Das Verpackungsmateri-
al (Karton und Aluminiumverbundfolie)
kann den daflr vorgesehenen Sammel-
behaltnissen im Hausmdull zugefuhrt wer-
den.
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KURZANLEITUNG MICRONAUT-S MRSA / GP

MCN Software CAMHB: Testart Rx
CAMHB + 2,5% lysiertes Pferdeblut: Testart Hx
MICRONAUT-H Medium: Testart Hx
Probenvorbereitung Bereitstellen von NaCl, Medium und Bakterien
Herstellung des Bakteriensuspension in 1-5 ml NaCl gemaf
Inokulums McFarland Standard 0,5 einstellen

!

1) CAMHB: nicht anspruchsvolle Gram-positive Bakterien

2) CAMHB + 2,5% lysiertes Pferdeblut:
z. B. Pneumokokken und andere anspruchsvolle
Bakterien

3*) H-Medium: anspruchsvolle Bakterien:
Streptokokken, Corynebakterien, Listerien

l

1) 100 pl in 11,5 ml Mueller Hinton Bouillon

2) 200 pl in 11,5 ml Mueller Hinton Bouillon
+ 275 ul (2,5%) lysiertes Pferdeblut

3*) 200 ul in 11,5 ml H-Medium

!

Beimpfung Suspension in 1-Kanal-Reservoir Uberflihren

v

Je 100 pl in jede Vertiefung des Tests pipettieren

!

Versiegelung und Platten mit Folie ohne Perforation abkleben oder
Inkubation maximal 5 Platten stapeln und nur die Oberste
abdecken

!

Inkubieren fir 18 - 24 h bei 35 - 37°C
(anspruchsvolle Bakterien gegebenenfalls unter CO, -
Spannung 22 - 24 h inkubieren)

!

Messen mit dem Photometer oder visuelle Ablesung

Ablesung

* MICRONAUT-H Medium fir anspruchsvolle Bakterien darf nicht fur die Daptomycin-MHK-Bestimmung genutzt wer-
den. Stattdessen muss Kationen-adjustierte Mueller Hinton Bouillon (CAMHB), supplementiert mit 2,5% lysiertem
Pferdeblut, verwendet werden.
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MICRONAUT-S MRSA / GP

Only for in vitro diagnostic

ERLIN

A Bruker Company

C€

English

Microtitration plates for automated or manual
susceptibility testing of Gram-positive bacteria.

TEST PRINCIPLE

The susceptibility testing with the MICRO-
NAUT-S MRSA / GP test plate is based on the
rehydration of antibiotics by adding a standard-
ized bacterial suspension. After incubation for
18 - 24 hours at 35 - 37 °C the result is read with
the plate reader and evaluated with the MI-
CRONAUT Software or read visually and inter-
preted.

REAGENTS

Contents

= 1 test can be performed per each plate
= 40 test plates per packaging unit

= Sealing foils (not perforated)

Required additional reagents and materials:

= Mueller Hinton Broth, cation adjusted
(CAMHB)

» MICRONAUT-H Medium

» Lysed horse blood for Streptococcus pneu-
moniae and other fastidious bacteria; Com-
pany Thermo Fisher Scientific (Oxoid) or
Fiebig-Nahrstofftechnik

= NaCl 0,9%

» 1-channel-reservoirs

= 8-channel-pipette (100-1200 pl) incl. pipette
tips

» Plate reader (validated for MICRONAUT
systems)

= MICRONAUT Software

Article numbers of reagents and materials
are available at the local distributors.

Laboratory materials

= Incubator

= McFarland standard 0.5

* Blood agar plate (without additives)
* |noculation loops

= Marking pen

*= Pipette (50-1000 pl)

Revision A (October 2018)

COMPOSITION OF THE MEDIA

Media Components

NacCl 0.9%, 1l Sodium chloride

Mueller Hinton Broth
(cation-adjusted)

Beef Extract
Acid Hydrolysate of

100 tubes of 115 mi | S2%¢"

(£ 0.5 ml)

20 tubes of 11.5 ml

(+ 0.5 ml)

MICRONAUT-H Glucose

Medium? Hematin
Neopeptone

100 tubes of 11.5ml | Tween 80

(+0.5mb Pyridoxal
NAD

Columbia Broth Base
Yeast Extract
Agarose Type Il A

1Compound confidential

Please note: The broth is chosen depending on
the testing in accordance with international
standards respective the bacteria group. Mueller
Hinton Broth should be used as standard medi-
um for testing non-fastidious Gram-positive bac-
teria. For particular bacteria groups it is advisa-
ble to add supplement to the broth.

Cation-adjusted Mueller-Hinton Broth has to be
used for susceptibility testing of daptomycin.

STABILITY/ STORAGE

MICRONAUT-S MRSA / GP test plates have to
be stored in the original packaging at 15 - 25 °C
and can be used up to the indicated expiration
date. Mueller Hinton Broth has to be stored at
15 - 25 °C, MICRONAUT-H Medium at 2 - 8 °C.
For shelf life of the media please follow the expi-
ration date printed on the product. For reagents
follow the storage instructions indicated on the
products.
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PRECAUTIONARY MEASURES

Only to be used for in vitro diagnostic.

Do not pipette the reagents by mouth.

Only for proper use.

Samples, bacterial cultures and the inoculat-
ed test plates have to be considered as po-
tentially infectious and must be treated
properly and with respect to the correspond-
ing precautionary measures by qualified
specialist staff. It is important to work asepti-
cally during the whole test procedure. For in-
formation please refer to “BioSafety in Mi-
crobiological and Biomedical Laboratories,
HHS Publication No. (CDC) 99-8395, 4th
Edition (April 1999)%, or to the corresponding
national legal requirements.

A pouch filled with the indicator “silica gel” is
supplied with the sealed test plates. The dry-
ing agent contains cobalt chloride. Please
make sure not to damage the drying agent
pouch. A colour change of the indicator
pouch from blue to pink may indicate trapped
moisture. Please do not use this plate.

Upon reading and evaluation of the tests, all
samples, inoculated and contaminated prod-
ucts (pipette tips, 1-channel-reservoir and
test plates) must be autoclaved, burnt or dis-
infected in a bactericidal solution before dis-
posal.

It is important to follow the instructions care-
fully, each deviation may influence the quali-
ty of the results.

The test results should be interpreted by
qualified staff with experience in microbiolo-
gy. The clinical background, origin of the
samples, colony and microscopic morpholo-
gy, serology and the identification result must
be taken into consideration when interpreting
the results.

TEST PROCEDURE

Preparation of the samples

Prepare a tube with 1-5 ml NaCl 0.9%, pH
5.51t0 6.5.

Prepare a tube of the corresponding Mueller
Hinton Broth or MICRONAUT-H Medium.

Preparation of the inoculum

Pick several single colonies of a maximum
24 hours old pure culture from the blood agar
(without additives).

Homogenize the colonies well in 1-5 ml NaCl
0.9 % until the turbidity matches a McFarland
standard of 0.5.

Mueller Hinton Broth

Gram-positive bacteria:

Pipette 100 pl of the bacterial suspension in-
to 11.5 ml Mueller Hinton Broth and homog-
enize well.

Fastidious bacteria (e. g. Streptococcus
pneumoniae and other fastidious streptococ-
ci):

Pipette 200 pl of the bacterial suspension in-
to 11.5 ml Mueller Hinton Broth. To ensure
sufficient growth of fastidious bacteria lysed
horse blood is added to the Mueller Hinton
Broth. The final concentration of the lysed
horse blood should be at least 2.5 % (275 pl
to 11.5 ml Mueller Hinton Broth). Homoge-
nize the supplemented medium well. The
MICRONAUT-S MRSA / GP test plate must
be read visually.

Remark: Photometric reading with MICRO-
NAUT software panel type ,,H“ is possible if
exclusively lysed horse blood from Ther-
mofisher Scientific (Oxoid) or Fiebig-
Nahrstofftechnik in the final concentration of
2.5% is used.

MICRONAUT-H Medium

MICRONAUT-H Medium for fastidious bacte-
ria (e. g. Coryneform bacteria, Listeria) and
as an alternative test medium for strepto-
COCCi:

Pipette 200 pul of the bacterial suspension into
11.5 ml MICRONAUT-H Medium and ho-
mogenize well.

Note: MICRONAUT-H Medium as test medi-
um must not be used for MIC determination
of daptomycin when testing fastidious bacte-
ria (e. g. streptococci). Susceptibility testing
of daptomycin requires the use of Mueller
Hinton Broth.

Inoculation

Remove the MICRONAUT-S MRSA / GP
test plate from the packaging not more than
30 minutes before inoculation and dispose
the drying agent.

Label the test plate.

Pour the prepared suspension into a 1-
channel-reservoir.

Inoculate the microtitration plate with 100 pl
per well manually by using an 8-channel-
pipette.
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Sealing and incubation

Mueller Hinton Broth

= After the inoculation cover the test plates
with the unperforated sealing foil or an un-
used microtitration plate (do not stack up
more than 5 test plates).

* Place the test plate in an incubator at 35 -
37 °C for 18 - 24 hours.

MICRONAUT-H Medium

= After the inoculation stack up the test plates
and cover the one on top with a microtitration
plate or another lid. Do not cover with sealing
foil (do not stack up more than 5 test plates).

* Place the test plate in an incubator at 35 -
37 °C for 22 - 24 hours in an enriched CO-
atmosphere if necessary.

Reading

= Remove the sealing foils.

= Wipe off the bottom of the test plates.

» Read the test plates with the photometer or
visually.

Evaluation
The growth control must be covered (turbid)
otherwise the test must be repeated.

The values that are determined by photometric
reading are evaluated, interpreted and the plau-
sibility is checked with the MICRONAUT Soft-
ware (see instructions for MICRONAUT Soft-
ware). Test results are displayed on the screen
or on the printout. Remarks may appear below
the test results indicating an insufficient growth,
MRSA phenotype or notifiable bacteria etc.

Results read visually should be documented on
a printed layout or an evaluation protocol.
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INTERPRETATION OF THE RESULTS

Breakpoint Interpretation: Antibiotics which are tested in two concentrations.

visual reading automated reading result
1 2 1 2
no growth no growth - - S susceptible
growth no growth + - I intermediate
growth growth + + R resistant

1 = low breakpoint concentration
2 = high breakpoint concentration

Explanations

To judge the therapeutic susceptibility of bacte-
ria, please refer to MIC interpretation standards
of the corresponding guidelines (CLSI, EU-
CAST).

MIC value

Minimum inhibitory concentration (MIC) is de-
fined as the lowest concentration of an antibiotic
that will inhibit visible growth of a microorgan-
ism. Bacterial growth can be observed as turbid-
ity of the test medium within or as cell sediment
(nodule formation) at the bottom of the respec-
tive wells of the microtitration plates. Prerequi-
site for the determination of MIC values is a pos-
itive growth control.

Skipped wells

Occasionally skipped wells could occur within
the microtitration plates. Skipped wells appear
due to lack of growth in one or more wells within
an antibiotic concentration series while the wells
of the next higher / lower concentration of the
same antibiotic show bacterial growth.

Reasons for the occurrence of skipped wells can
be complex: manifestation of hetero-resistance,
inhomogeneous inoculum or inoculation, inade-
guate filling of the microtitration plates, cross
contamination of cavities by carrying over of an-
tibiotics during pipetting, working with mixed cul-
tures, drops of bacterial suspension at the edge
of the cavities and therefore no contact with the
antibiotic, etc..

For MICRONAUT-S MRSA / GP test plates a
single skipped well within a concentration series
can be ignored. The concentration of the well
from which on no further growth occurs, can be
read as the MIC value. If several skipped wells
occur in a concentration series the test must be
repeated. If skipped wells occur in breakpoint
concentrations (maximum of two concentrations
per antibiotic agent) the test must be repeated.

Enterococci strains

Check the MICRONAUT-S MRSA / GP test
plates visually when testing enterococci.
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EXPLANATION OF THE ANTIBIOTIC CONFIGURATION OF THE
MICRONAUT-S MRSA / GP TEST PLATE

The antibiotic configuration of the MICRONAUT-S MRSA / GP test plate allows the specific detection of
clinically relevant single or multi-resistances of Gram-positive bacteria causing nosocomial infections.
The susceptibility testing with highly effective reserve antibiotics offers alternatives in case of extreme
multiresistance.

Susceptibility testing of staphylococci

Detection of staphylcoccal penicillinases by MIC determination of penicillin G
Detection of oxacillin resistance by MIC determination of oxacillin and cefoxitin

Detection of inducible MLSg resistance by testing the antibiotic combination erythromy-
cin/clindamycin

Detection of phenotypic resistance patterns of epidemic MRSA

Testing of novel antibiotics

Susceptibility testing of enterococci

Detection of ampicillin resistance by MIC determination of ampicillin

Detection of phenotypic glycopetide resistance patterns of vancomycin-resistant enterococci by de-
termining the MIC of teicoplanin and vancomycin

Detection of HLAR-strains through high-level-resistance testing of gentamicin

Testing of novel antibiotics

Susceptibility testing of pneumococci

Detection of PBP-changes by MIC determination of penicillin G

Detection of group IV quinolones resistance by MIC determination of moxifloxacin
Detection of erythromycin resistance

Detection of vancomycin resistance

Testing of novel antibiotics
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TECHNICAL REMARKS

In order to obtain best results please follow the
below listed points of the instructions carefully:

= MICRONAUT-S MRSA / GP test plates are
intended for single use only. Test plates
cannot be reused.

= Work with pure culture from blood agar
(without additives) not older than 24 hours.
Exception: Fastidious bacteria can be tak-
en from a blood agar plate (without addi-
tives) after 48 hours of incubation at 35 -
37 °C.

= |f you do not use culture media ready for
use follow the instruction carefully when
preparing the broth.

= When using Mueller Hinton Broth, check
the correct concentration of the bivalent
cations Ca?* and Mg?* (20 to 25 mg Ca?'/l
and 10 to 12.5 mg Mg?/l). Verify the pH-
value of the Mueller Hinton Broth. It should
be between 7.2 and 7.4 at room tempera-
ture (25 °C).

= Use NaCl 0.9 %, pH 5.5 - 6.5.

= Store the MICRONAUT-H Medium at 2 —
8 °C.

= Preheat the medium before using it (1 hour
in the incubator).

= Follow the correct McFarland standard 0.5
adjustment of the NaCl suspension. Ho-
mogenize the suspension sufficiently.

= Transfer the bacteria suspension on a
blood agar plate (without additives) for puri-
ty control.

= Follow the incubation times carefully. Do
not incubate non-fastidious bacteria less
than 18 hours and fastidious bacteria less
than 22 hours.

QUALITY CONTROL

The test plates and reagents are subject to qual-
ity controls which are carried out systematically
at different stages of the production. The bacte-
riological quality control can be carried out with
the following strains.

Strains ATCC No.t DSMZ No.?

Staphylococcus |ATCC 29213 |DSM 2569
aureus

Enterococcus ATCC 29212 |DSM 2570
faecalis

Streptococcus |ATCC 49619 |DSM 11967
pneumoniae

IATCC = American Type Culture Collection

’DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH
(German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures Ltd.)

QUALITY AND PERFORMANCE DATA

The general requirements apply to DIN EN ISO
20776-1. For monitoring the accuracy for mini-
mal inhibitory concentrations (MICs) please refer
to the acceptable limits for quality control strains
according to the relevant version of CLSI docu-
ment M100.

Attention: Deviations from the acceptable QC
MIC ranges can occur with fosfomycin antimi-
crobial susceptibility testing (AST) due to ex-
pression of hetero-resistance based of resistant
subpopulations. These deviations are linked to
the high inoculum size of the broth microdilution
procedure (refer to Ballestero-Tellez et al.,
2017).

GUARANTEE

The quality data of the MICRONAUT-S MRSA /
GP test plate has been determined by strictly
following the present instruction. Divergences or
alterations of the test procedure may reduce the
quality of the results. Any claims for damages
are excluded in this case.
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EXPLANATION OF THE SYMBOLS ON LITERATURE

THE LABELS

For single use only
Number of possible tests
Storage conditions

Instructions for use

Security advice on the
safety data sheet

Expiry date

A0 BPOS4d®

CE marking in accordance with
98/79/EC (IVDD)

LOT Indication of the lot number
IVD In vitro diagnostics

REF  Article number .

Ingo Stock, Konstanze Machka, Arne Rodloff
und Bernd Wiedemann. Qualitatssicherung
und Qualitatskontrollen in der Antibiotika-
Empfindlichkeitsprifung von Bakterien mit
der Mikrodilution. Chemotherapie Journal
10:78-91 (2001).

Matthias Noll, Sylvia Kleta, Sascha Al Da-
houk. Antibiotic susceptibility of 259 Listeria
monocytogenes strains isolated from food,
food-processing plants and human samples
in Germany. Journal of Infection and Public
Health 11 (2018) 572-577.

Methods for Dilution Antimicrobial Suscepti-
bility Tests for Bacteria That Grow Aerobical-
ly; CLSI Document M7-A11.

Methods for Dilution Antimicrobial Suscepti-
bility Tests for Infrequently Isolated or Fastid-
ious Bacteria; CLS| Document M45.

DIN EN ISO 20776-1 — Labormedizinische
Untersuchungen und In-vitro-Diagnostika-
Systeme — Empfindlichkeitsprifung von In-
fektionserregern und Evaluation von Geraten
zur antimikrobiellen Empfindlichkeitsprifung
Teill: Referenzmethode zur Testung der In-
vitro-Aktivitdt von antimikrobiellen Substan-
zen gegen schnell wachsende aerobe Bakte-
rien, die Infektionskrankheiten verursachen.

M. Ballestero-Tellez, F. Docobo-Perez, J.M.
Rodriguez-Martinez, M.C. Conejo, M.S. Ra-
mos-Guelfo, J. Blazquez, J. Rodriguez-Bano,
A. Pascual. Role of inoculum and mutant
frequency on fosfomycin MIC discrepancies
by agar dilution and broth microdilution
methods in Enterobacteriaceae. Clinical
Microbiology and Infection 23 (2017) 325-
331.

Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; CLSI Document
M100.

The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST). Breakpoint
tables for interpretation of MICs and zone
diameters.

The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST). EUCAST
guidelines for detection of resistance me-
chanisms and specific resistances of clinical
and/or epidemiological importance.
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SHORT INSTRUCTION MICRONAUT-S MRSA / GP

MCN Software CAMHB: panel type Rx
CAMHB + 2,5% lysed horse blood: panel type Hx
MICRONAUT-H Medium: panel type Hx

!

Provide NaCl, medium and bacteria

Preparation of the

samples
Preparation of the Adjust bacterial suspension in 1-5 ml NaCl according to
inoculum McFarland standard 0,5

!

1) CAMHB: non-fastidious Gram-positive bacteria

2) CAMHB + 2,5% lysed horse blood:
e. g. pneumococci and other fastidious bacteria

3*) H-Medium: fastidious bacteria (streptococci,
coryneform bacteria, Listeria spp.)

A J
1) 100 pl in 11.5 ml Mueller Hinton Broth

2) 200 pl in 11.5 ml Mueller Hinton Broth
+ 275 ul (2.5%) lysed horse blood

3*) 200 pl in 11.5 ml H-Medium

!

Inoculation Transfer suspension into 1-channel-reservoir

v

Pipette 100 pl in each well of the test

!

Sealing and Seal the plate with the sealing foil (unperforated) or
incubation stack up a maximum of 5 plates and cover only
the one on top

!

Incubate for 18 - 24 h at 35 - 37°C
(fastidious bacteria if necessary in an enriched CO; -
atmosphere for 22 - 24 hours)

!

Reading Read the plate visually or with photometer

* MICRONAUT-H Medium for fastidious bacteria must not be used for MIC determination of daptomycin. Instead, cati-
on-adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB) supplemented with 2.5% lysed horse blood must be used.
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MERLIN Gesellschatft fiir mikrobiologische Diagnostika mbH
Kleinstralle 14

53332 Bornheim-Hersel, Germany

Tel: +49 (0) 22 22 9631-0

Fax: +49 (0) 22 22 9631-90

Email: info@merlin-diagnostika.de
www.merlin-diagnostika.de

ERLIN

A Bruker Company
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