Kat.cislo:
MKM 02024

RPMI agar c €
In vitro diagnostickd zdravotnicka pomocka

Len na profesiondlne pouZzitie

Ucel uréenia:

Skupina:

Princip:

Ocakavané vysledky:

ZloZenie
(v gramoch na liter média):

pH:
Farba:

Poskytovany material:

Pozadovany, ale neposkytovany

material:

Typy vzoriek:

Pracovny postup:

TS-02024

Navod na poutzitie

Kultivatné médium urcené na stanovenie citlivosti mikroorganizmov na
antimykotika 5 fluorocytozin, flukonazol, vorikonazol diskovou diftiznou metédou.

RPMI agar je kvalitativna in vitro diagnostickd zdravotnicka pomocka, urcena
na pomoc pri liecbe infekénych ochoreni. Len na profesionalne pouzitie.

Médium kultivacné tuhé — testy citlivosti

RPMI je neselektivne a nediferencialne kultivatné médium, ktoré sa bezne pouziva na
testovanie citlivosti na antimykotikd pomocou Kirby-Bauerovej diskovej difuznej
metddy . Odporuca sa na difuziu antimimykotickych latok impregnovanych na
papierovom disku cez agarovy gél, ako je opisané v Standarde schvalenom CLSI.

Médium obsahuje vitaminy, aminokyseliny, soli, indikator pH a je Siroko pouZzivany pre
bunkové kultury. Pridavok MOPS pufru zabezpecuje stabilitu pH v médiu.

Diskova difuzna metdda: Namerany priemer vzniknutej inhibi¢nej zony na médiu sa
vyhodnoti podla interpretacnych kritérii o priemere inhibi¢nych zén pre citlivé kmene.
Vysledkom je stanovenie citlivosti alebo rezistencie nao¢kovaného kmeria na prislusné
antimykotikum. Interpretacné kritéria pre testovanie citlivosti voci antimykotikam su
uvedené v dokumente komisie CLSI, ako i v internom usmerneni NRC pre sledovanie
rezistencie mikroorganizmov na antibiotikd pri UVZ SR v Bratislave.

1/ suplement RPMI 1640 8,4
MOPS Buffer 34,5
H20 450 ml
2/ Bacto agar 15
D-glukdza 20
H20 500 ml
1N NaOH 90 ml

7,0£0,1

RuZova

RPMI agar — ready-to-use-medium, vyhotovenie apocet kusov v zavislosti od
katalégového cisla (Pozrite Dostupné vyhotovenia).

Sterilné klucky, sterilné tampdny, inkubator, antimikrobidlne papierové disky,
davkovac diskov, meradlo na zény, pripadne pruzky s obsahom exponencidlneho
gradientu antimykotickych latok.

Cista kultura izolovana z klinického materialu.

RPMI agar nie je uréeny na mikrobialnu izolaciu priamo z klinickych vzoriek.

1.Nechajte platne RPMI agar adisky vytemperovat na izbovu teplotu pred ich
pouZzitim.

2.Povrch agaru by mal byt pred pouZitim suchy. Na povrchu agaru alebo vo vnutri
viecka by nemali byt viditelné Ziadne kvapky vody. V pripade potreby je mozné ich susit
bud’ cez noc pri 20-25 °C alebo 15 minut pri 35 °C, s odstranenym vieckom Petriho

misky. Pozor nepresusit!

3.Pripravte si inokulum:
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TS-02024

Inokulum pre kvasinky: suspenzia vo fyziologickom roztoku do 0,5 McFarland pre
Candida spp. a 1 McFarland pre C. neoformans.

Inokulum pre plesne: suspenzia konidii aj hyf (zrely rast 5-7 dni) vo fyziologickom
roztoku s Tweenom na 0,5 McFarland pre Aspergillus spp. a 1 McFarland pre Fusarium
a Rhizopus spp.

Na ziskanie interpretovatelnych vysledkov je nutné poufzit vidy ¢erstvé kultury.

4.Ponorte sterilny vatovy tampdn do pripravenej ockovacej kultury do 15 minut od
Upravy zdkalu asilno nim niekolkokrat zakruzte proti hornej vnutornej stene
skimavky, aby sa vytlacila nadbytocna tekutina.

5.Na cely povrch agaru platne RPMI trikrdt naockujte inokulum tampdnom v troch
smeroch zvierajucich uhol 60° a nasledne inokulum rozotrite po celej ploche agaru.
Nakoniec tampdnom obkruzte okraj agaru. Pri rozotierani sa tampdn nesmie dotknut
okraja platne, aby sa znizila moznost vzniku aerosoélu.

6.Hned’ ako sa inokulum absorbuje a povrch agaru je suchy (maximalne vSak do 15
mindt), naneste antimykotické disky. Disky by sa mali umiestnit na agarovu platiu tak,
aby nedochadzalo k prekryvaniu inhibi¢nych zén. Maximalny 4 ks diskov na platriu.

7.Davkovac diskov pred pouZitim premiestnite do izbovej teploty. Disky prilozte
pomocou davkovaca diskov pevne na povrch naoc¢kovanej agarovej platne do 15 minut
od naockovania. Disky musia byt vtesnom a rovhomernom kontakte s povrchom agaru
a po aplikacii sa s nimi nesmie hybat, pretoze pociato¢na difuzia antimikrobialnych
latok z diskov je velmi rychla. Pocas aplikacie diskov dodrzZujte aseptické bezpecnostné
opatrenia

8.0bratte Petriho misky, uistite sa, Ze disky nepadaju z povrchu média a vlozte do
inkubatora. Inkubujte do 15 minut od aplikacie disku. Ak st misky ponechané pri
izbovej teplote po prilozeni diskov dlhsie, preddifizia méze viest k chybne velkym
zbénam inhibicie. Inkubujte za podmienok stanovenych v ¢asti Podmienky kultivacie.

9.Pokyny pre inkubaciu:

Kvasinky: 35 °C na vzduchu pocas 24 aZ 48 hodin pre Candida spp. a 48 az 72 hodin pre
C. neoformans.

Aspergillus spp.: 35 °C pocas 18 aZ 24 hodin;

Fusarium spp.: 35 °C/24 az 48 hodin, potom teplota miestnosti poc¢as 24 az 48 hodin;
Rhizopus spp.: 35 °C pocas 18 az 24 hodin

Pri inych rodoch predizte inkubagny ¢as podla potreby, denne kontrolujte misky, ¢ sa
v nich nevytvorila Citatelnd inhibi¢nd zéna v tvare elipsy.

Odcitanie a interpretacia vysledkov

Po inkubadcii by mal byt pritomny savisly rast mikroorganizmov. Ak rastu iba izolované
koldnie, nater bol prili§ slaby a test je nutné opakovat.

Diskova difuzna metdda:
Zmerajte priemer zén Uplnej inhibicie vratane priemeru disku pri zaokrahleni na celé
milimetre pouzitim posuvnych meradiel.

Za hraniény (koncovy) bod treba povazovat oblast, ktora pri zisteni volnym okom
nevykazuje zjavny viditelny rast. NevSimajte si mierny rast drobnych koldnii, ktoré
mozete s tazkostami spozorovat pri okraji inhibi¢nej zony.

Interpretujte priemery zén podla tabuliek hrani¢nych hodnét (CSLI). Vysledky ziskané
so $pecifickymi organizmami je nasledne mozné hlasit ako rezistentné alebo citlivé.

24 a7 48 hodin pri 30 aZz 35°C, aerébne
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C€

Kontrola kvality:

Ocakdavané vysledky rozsahov priemeru inhibicnych zén:
Kmen Antimykoticka latka Rozsah (mm)
Candida albicans CCM 8261 Flukonazol (25 ug) 32-43
Vorikonazol(1 pg) 31-42
Mikrobiologicky stav: Kultivaéné média spolocnosti MkB Test a.s. sU naplnené asepticky (najprv prebehne

sterilizacia aaZ nasledné plnenie do obalov). Pri médidch pripravenych tymto
sposobom povoluje norma STN EN 12322, a nasledne podla nej vypracovany interny
Standardny pracovny postup &.4 na hodnotenie sterility, rozsah kontaminacie < 5%.

Dodatocna kontrola kvality Vsetky vyrobené SarZe produktu RPMI su uvolnené do predaja az po vykonani
pouzivatelom: kontroly kvality v akreditovanom laboratériu, kde je overena zhoda so Specifikaciami
(vid" Charakteristika vykonu) a nasledne je vystaveny certifikat kvality — Protokol

o skuskach Zivnych pod.

Je vSak zodpovednostou koncového pouzivatela vykonat test kontroly kvality v silade
s platnymi predpismi, vsulade s akreditatnymi poZiadavkami a skusenostami
laboratdria. Odporucané kmene st uvedené v Casti Kontrola kvality.

Charakteristika vykonu: Pred uvolnenim do predaja je hotové kultivacné médium otestované pomocou testu
antimykoticej citlivosti difuznou diskovou metédou kmernom Candida albicans CCM
8261 a antimykotickymi diskami Flukonazol (25 pg), Vorikonazol(1 pg). Po inkubdcii
48 hodin pri 30 az 35°C, za aerébnych podmienok si zmerané azaznamenané
inhibicné zény anasledne su vyhodnotené v ramci rozsahov kontroly kvality

uvadzanych CLSI.

Pred uvolnenim do predaja su hotové kultivaéné média a sucasne i dehydrovany
zaklad testované aj na produktivitu, ato kvantitativnou metddou, porovnanim

vysledkov s predtym schvalenou referenénou Sarzou.

Ak ma kultivacné médium Pr > 0,7 (pomer poctu koldnii na testovanom médiu
a médiu referencnom) u cielovych mikroorganizmov a namerané inhibi¢né zény su
v rdmci rozsahov kontroly kvality uvadzanych CLSI, po kultivacii pri 25 az 30°C pocas
24 az 48 hodin v aerébnej atmosfére, vysledky sa povazuju za prijatelné a v sulade so

$pecifikaciami. Produkt spifia deklarovany vykon.

Obmedzenia testu: e Na ziskanie interpretovatelnych vysledkov je nutné pouZit vidy Cisté, Cerstvé

kultdry.

e Vysledky méZe ovplyvnit cely rad faktorov (velkost inokula, skladovanie
kultivaénych médii adiskov, nespravny objem/ vyska média, pH mimo
$pecifikdcie, vihkost, meranie z6n, di?ka inkubécie, inkubaéna atmosféra atd.). Na
zabezpecenie spolahlivych vysledkov je preto potrebné prisne dodrZiavat

protokol. (CLSI a interné usmernenia).

e Médium sa moze pouzivat vyhradne 5- fluorocytozin, flukonazol, vorikonazol —
diskovou difuznou metddou, tiez na stanovenie hodnoty MIC pre rozne
antifungdlne latky, antimykotikd metdédou E testu. Pri hodnoteni je nutné
dodrziavat usmernenia v pribalovom letaku pre antimykoticky E-test citlivosti

podla vyrobcu.

e Nespravna koncentracia inokula méze viest k chybnym vysledkom. Ak je inokulum
prili$ silné, inhibi¢né zény mézu byt prilis malé a naopak, ak je inokulum prili$

slabé, mozu byt prilis velké a tazko meratelné.

e U niektorych kombindcii mikroorganizmov a antimikrobialnych latok nemusi mat
z6na inhibicie ostro ohrani¢eny okraj, ¢o mdze viest k nesprévnej interpretacii.
e Nevhodné uskladnenie antibiotickych diskov méZe spésobit stratu acinnosti

a nesprdvny vysledok testu rezistencie.
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Kat.cislo:
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RPMI agar c €
In vitro diagnostickd zdravotnicka pomocka

Len na profesiondlne pouZzitie

Stabilita:

Skladovanie:

Likvidacia:

Bezpecnostné
a varovania:

TS-02024

upozornenia

e C(itlivost organizmu na S$pecificki antimikrobidlnu latku in vitro nemusi
nevyhnutne znamenat, Ze antibiotikum bude U¢inné in vivo.

e (QOdcitanie a interpretacia vyZzaduju odborné znalosti a dbésledné dodrziavanie
pokynov vyrobcu gradientovych pasikov; mézu nastat problémy, ked neskdseni
uzivatelia nespravne interpretuju slaby rast pozadia malych kolénii v rdmci zén.

e RPMI agar sa mobze pouzit na stanovenie MIC s pruzkami obsahujlcimi
antimikrobialne gradienty. Ak chcete vykonat test touto metddou je potrebné
dodrziavat navod na pouzitie dodavatela pruzkov a validovat pracovny postup v
laboratdriu

e Toto kultivacné médium je urcené na pomoc pri liecbe infekénych ochoreni; musi
sa vykonat interpretacia vysledkov bertc do Uvahy klinickd anamnézu pacienta,
pdvod vzorky a vysledky inych diagnostickych testov

Kultivaéné médium je pri dodrzani odporucanych skladovacich podmienok stabilné 4
mesiace odo dfa vyroby.

Médium sa mébze ockovat az do datumu exspirdcie a inkubovat po odporucant dobu

inkubacie. Datum exspiracie je uvedeny na vyrobku, na Stitku vyrobku avo
vystupnom certifikate vyrobku.

Po otvoreni origindlneho obalu spotrebovat do 24 hod.

pri +2 az +8 °C, v tme, v origindlnom baleni.

Zabranit prehriatiu alebo premrznutiu vyrobku. Zmrazenie moze poskodit gélovu
konzistenciu tuhych médii a dlhodobejsie skladovanie pri vyssej ako odporucanej
teplote méze znehodnotit zlozky kultivaéného média, ¢o ovplyvni vykon média.

Zabranit extrémnym a/ alebo opakovanym vykyvom teploty, ¢o ma za nésledok vznik
prilisnej vihkosti v Petriho miskach.

Zabezpedit uloZenie a skladovanie v smere Sipky Mha vonkajSom obale, v opacnom
pripade moze nastat znehodnotenie vyrobku.

V pripade vystavenia kultivaénych médii umelému osvetleniu, sine¢cnému Ziareniu
alebo UV Ziareniu pocas dlhsej doby, méze sa znizit ich vykonnost

PouZité a nepouzité, ¢i kontaminované produkty likvidovat ako NEBEZPECNY odpad
v zmysle platnych legislativnych predpisov a internych postupov.

RPMI agar je in vitro diagnosticka zdravotnicka pomdcka urcend na kvalitativnu
diagnostiku. Nie je automatizovana a nie je uréena na sprievodnu diagnostiku.

Len naprofesiondlne pouZitie, ato primerane vyskolenym a kvalifikovanym
laboratérnym personalom, ktory dodrziava schvdlené preventivne opatrenia
pre biologické nebezpecenstvo a aseptické techniky prace.

Pri manipuldcii so vzorkami avyrobkami postupovat asepticky, za poutzitia
primeranych ochrannych prostriedkov vsulade suréenym Géelom pouZitia.
Dodrziavat zasady bezpecnosti prace a hygieny.

Vsetky vzorky a vyrobky po inokulécii si povaZované za potencialne INFEKCNE.
Médium nie je klasifikované ako nebezpecné podla smernice (ES) ¢.1272/2008.
Kultivacné média spolo¢nosti MkB Test a.s. sa nepovazuju za sterilny produkt, ale

za produkt s kontrolovanou biologickou kontamindciou v medziach uré¢enych normou
STN EN 12322 a $tandardnym pracovnym postupom (SPP) ¢.4.
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Kat.cislo:
MKM 02024

RPMI agar

In vitro diagnostickd zdravotnicka pomocka
Len na profesiondlne pouZzitie

C€

Dostupné vyhotovenia:

IVD diagnosticka zdravotnicka pomdcka len na jedno pouZitie.

Akakolvek zmena alebo Uprava odporucanych podmienok kultivacie, pracovného
postupu, typu vzoriek, poctu poufZiti ¢i poctu testov, ako udava vyrobca moze
ovplyvnit vykon tejto in vitro diagnostickej zdravotnickej pomocky.

Nepoutzivat vyrobky po uplynuti doby exspiracie.

Nepouzivat vyrobky, ktoré vykazuji znamky mikrobialnej kontamindcie, vysusenia,
mechanického poskodenia (poskodeny vrchny obal alebo ochranné félie, prasknutie
atd), zmeny farby, nadbyto¢nu vihkost alebo preukazuju iné nedostatky.

Informacie pouzité vtomto dokumente boli definované podla nasich najlepsich
vedomosti a schopnosti, a predstavuji navod na pouzitie produktu. Nami uvedené
informacie nezbavuju koncového pouzivatela zodpovednosti za kontrolu vhodnosti
produktu RPMI agar na zamyslany Géel. Vidy musia byt sledované a dodrziavané
platné zdkony, nariadenia a Standardné postupy pri manipulacii so vzorkami.

V pripade zistenia poskodenia, nezhody sdeklarovanym vykonom ainych
nedostatkov tejto in vitro diagnostickej zdravotnickej pomécky hlésit okamzZite po
zisteni vyrobcovi nae-mailovi adresu obchod@mkbtest.sk. v pripade zavazinej
nehody spdsobenej pomdckou, hlasit tuto udalost prislusnym organom a vyrobcovi
na vyssie uvedenu adresu.

Kat. C. Vyhotovenie Doplriujuce oznacenie Balenie
MKM 02024-005 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 5 ks
MKM 02024-010 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 10 ks
MKM 02024-020 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 20 ks
MKM 02024-120 Petriho miska 90 mm, 25 ml (PM90) - 120 ks

Pouzité symboly na vonkajsom obale:

[LoT| [[ivD] | pdd 2 C€ ’

Iv<latalégové Cislo 3arze In vitro Vyrobca Datum Eurdpska zhoda | Krehké,

Cislo diagnosticka trvanlivosti zaobchadzajte

pomocka opatrne

[l NP

{ N/ [i] @ N 11

p A 11

Teplotny limit Obsah Pozri Navod na Len na jedno Uchovévajte Jedinecny Tymto smerom
postatuje  na | pouitie poutzitie mimo slne¢ného | identifikator nahor
<n>testov svetla pomocky

Pouzita literatura:

TS-02024

1.Clinical and Laboratory Standards Institute. Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts. Approved standard CLSI document M27-
A3. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, Pa. 2008

2.Arendrup MC et al. EUCAST definitive document E.7.3.2 Method for the
determination of broth dilution minimum inhibitory concentrations of antifungal
agents for yeasts. Valid from 22 April, 2020
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Vyrobca:

Revizie:

MkB Test a.s.

Rosina 169

013 22 Rosina
Slovenska republika
Tel: (+421) 41 500 3555
www.mkbtest.sk

Verzia

Revizia ¢.

Zmena

Datum

2

1

Kontrola pred hlasenim IVD ZP na SUKL

23.07.2018

2

Aktualizécia a doplnenie obsahu v stlade s IVDR 2017/746

05.11.2021

3

Doplnenie Charakteristiky vykonu

Doplnenie ucelu uréenia o informaciu RPMI agar je kvalitativna
in vitro diagnostickd pomdcka, uréena len na profesionélne
pouZitie.

07.02.2022

Aktualizacia a doplnenie Udajov v Casti:
Ucel uréenia,

Charakteristika vykonu

Bezpecnostné upozornenia a varovania

22.05.2023
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