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BD BBL CHROMagar ESBL (Biplate)

UCEL POUZITI

Médium BBL CHROMagar ESBL (Biplate) je selektivni chromogenni screeningové médium pro
izolaci a diferenciaci rodu Enterobacteriaceae a nékolika dalSich gramnegativnich tycinek
produkujicich Sirokospektré betalaktamazy (ESBL). Lze pouzit rektalni stéry a mnohé jiné
klinické vzorky (viz ¢ast Typy vzorkd). Médium umoziiuje identifikaci E. coli bez dalSich
potvrzujicich testl a detekci skupin mikrobu Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia a
Proteus-Morganella-Providencia, pokud jsou izolaty rezistentni na antibiotika obsazena v médiu.
Izolaty obsazené v tomto médium je nutné ovéfit jako producenty ESBL dalSimi testy.

ZASADY A VYSVETLENI POSTUPU

Rezistence na Sirokospektré betalaktamy, véetné tfeti generace cefalosporinu, je zpisobovana
s produkci Sirokospektrych betalaktamaz (ESBL), jelikoz umozriuje epidemické Sifeni na
jednotkach intenzivni péce a v jinych nemocni¢nich prostfedich. Typicky jsou kmeny produkujici
ESBL citlivé na inhibitory betalaktamazy (jako napf. kyselina klavulanova), cefamyciny (napf.
cefoxitin) a karbapenemy.>® V posledni dobé byla u kmenu exprimujicich rezistenci na
karbapenemy (producenty karbapenemazy) nahlaSena rezistence (s vyjimkou nékolika
producenttl OXA-48) na cefalosporiny 3. generace.?

Tyto typy betalaktamaz byly zjistény u druhd Klebsiella, Escherichia coli a u dalSich druht
Enterobacteriaceae, i kdyz zfidkaveé.

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) je zalozen na médiu BBL CHROMagar Orientation, které
puvodné vyvinul A. Rambach ve spole€nosti CHROMagar v Pafizi ve Francii. Spole¢nost BD
tuto technologii vylepSila na zakladé udélené licence s vyuzitim autorsky chranénych postupt
pouzivanych pfi vyrobé pfedpfipraveného média na Petriho misce BBL CHROMagar
Orientation. Vyzivné latky do média BBL CHROMagar Orientation dodavaji specialné vybrané
peptony. Chromogenni smés se sklada z umélych slou¢enin (chromogenu), které po rozkladu
ur€itymi mikrobialnimi enzymy zpusobi zabarveni média, ¢imz zajistuji pfimé rozliSeni nékterych
druhu nebo detekci nékterych skupin mikrobl s nutnosti provést minimalni mnozstvi
ovéfovacich testll. Chromogenni média v agaru BBL CHROMagar ESBL (Biplate) umoziuji
diky barevné reakci jednoduchou detekci smiSenych kultur gramnegativnich mikrobd a
identifikaci E. coli (rizova az svétle fialova) bez dalSich potvrzujicich testd a detekci skupin
Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia (modrozelena az modra) a Proteus-Morganella-
Providencia (bezbarvé az bledé hnédé kolonie s hnédymi kruhy Sificimi se do média) a jinych
gramnegativnich tyCinek (ve své pfirozené barvé), pokud jsou izolaty rezistentni na
Sirokospektré cefalosporiny obsazené v médiu.

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) sestava ze dvou médii na dvojité misce. Kazdé ze 2 médii
obsahuije jiny cefalosporin 3. generace v pfislusné koncentraci umoznujici detekci rezistence.
Spolu s dalSimi selektivnimi inidly inhibuji fléru pfitomnou ve vzorku. Médium 2 obsahuje také
oxid titani¢ity umoznujici jednoduché vizualni odliSeni dvou médii. Obé& média musi byt
inokulovana stejnym vzorkem nebo izolatem. Gramnegativni bakterie jako Enterobacteriaceae a
urcité nefermentujici mikroby budou na médiu rast, pokud jsou rezistentni na obsazena
antimikrobialni ¢inidla.

Vzorky, u kterych existuje podezfeni na pfitomnost producentil ESBL, je nutné nejdfive
inokulovat tradi¢ni technikou na standardni izolacni média a ziskat Cisté kultury. Po inkubaci je
nutné otestovat citlivost vzorku. Izolace a testovani citlivosti potrva minimalné 48 hodin. Jelikoz
pouze relativné malé procento vzorkd obsahuje producenty ESBL, je proces ¢asové narocny a
nakladny.
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Vzorek se inokuluje na obé& média na misce BBL CHROMagar ESBL (Biplate). Po celono¢ni
inkubaci po dobu 18 az 28 hodin (idealné 20 — 22 hodin) znadi rust izolatu na jednom nebo obou
médiich pfitomnost potencialniho producenta ESBL. Je nutné doplnit testy citlivosti nebo
molekularni metody.

Ve srovnani s postupem zahrnujicim neselektivni izolaci s naslednym testovanim citlivosti
shizuje tento produkt pracovni zatéz a urychluje detekci ESBL.

CINIDLA
BBL CHROMagar ESBL (Biplate)
Slozeni* na jeden litr CiSténé vody

Médium 1 (Ciré) Médium 2 (zakalené)

Chromopepton 16,1¢g Chromopepton 16,19

Smés chromogenl 1,3 Smés chromogenu 1,3

Selektivni latky 0,24 Selektivni latky 0,24

Agar 15,0 Oxid titanu (nerozpustny) 0,35
Agar 15,0

pH 6,8+ 0,2

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla spinéna kritéria ucinnosti.

BEZPECNOSTNIi OPATRENI
Pouze k odbornému pouziti. @

Pokud misky vykazuji znamky mikrobialni kontaminace, zmény zabarveni, vysuSeni, popraskani
nebo jiné znamky poskozeni, nepouZzivejte je.

Pokyny pro aseptickou manipulaci, informace tykajici se biologického nebezpedi a pokyny pro
likvidaci pouzitého produktu naleznete v dokumentu VSEOBECNE POKYNY K POUZITI.

SKLADOVANI A ZIVOTNOST

Po prevzeti az do doby tésné pfed pouzitim skladujte misky v originalnim pouzdru, v temnu
a pri teploté 2 az 8 °C. Chrarite pfed mrazem a pfehfatim. Misky Ize inokulovat az do data
expirace (viz Stitek na obalu) a inkubovat po doporu¢enou dobu inkubace.

Misky z otevienych sad po 10 kusech Ize pouzit po dobu jednoho tydne, pokud jsou uloZzeny
v Cistém prostfedi pfi teploté 2 az 8 °C na tmavém misté. Pfed inkubaci a béhem inkubace
minimalizujte pisobeni svétla, nebot’ mize znic¢it chromogeny.

KONTROLA KVALITY UZIVATELEM

Inokulujte reprezentativni vzorky s nasledujicimi kmeny na kazdé médium (podrobné informace
naleznete v ¢asti Typy vzorku a Provedeni testu). Aerobné inkubujte misky pfi teploté 35 az
37 °C po dobu 20 — 22 hodin, idealné v obracené poloze.

Kmeny Vysledky rustu (obé média)
E. coli DSM 22314 Médium 1 (Ciré): rust stfedni az vynikajici, rGzové az
(producent ESBL) svétle fialové kolonie.

Médium 2 (zakalené): zadny az stfedni rast; rizové az
svétle fialové kolonie.

Klebsiella pneumoniae Obé média: rist stfedni az vyborny; modré az
ATCC 700603 modrozelené kolonie.

(producent ESBL)

Escherichia coli ATCC 25922 Obé média: uplna inhibice.

(neni producent ESBL)

Enterococcus faecalis ATCC 29212 | Obé média: uplna inhibice.

Candida albicans ATCC 60193 Obé média: uplna inhibice.

Slepy vzorek Médium 1 (Ciré): prihledné, bezbarvé az lehce jantarové
(mUZze obsahovat az stfedni mnozstvi malych ¢astic).
Médium 2 (zakalené): matny, bily az krémovy.
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POSTUP

Dodany materidl

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) (90mm dvoijité misky Stacker). Mikrobiologicky
kontrolovano.

Potrebny material, ktery neni sou¢asti dodavky
Pomocna kultivacni média, €inidla a laboratorni vybaveni.

Typy vzorku

Tento produkt se pouziva hlavné k detekci kolonizace kmeny produkujicimi ESBL v ramci
prevence a kontroly infekci ESBL v nemocni¢nim prostiedi, hlavné na jednotkach intenzivni
péce. Pouziva se primarné v kombinaci s rektalnimi stéry, Ize jej pouzit s klinickymi vzorky

Z jinych &asti téla (jako napf. vytéry nosu, ran, krku, uretry a tfisel), u kterych existuje podezfeni
na pfritomnost Enterobacteriaceae produkujicich Sirokospektré betalaktamazy (ESBL) nebo jiné
gramnegativni aerobné rostouci ty€inky s vysokou rezistenci na Sirokospektré betalaktamy.

K transportu je doporuéeno pouzivat zafizeni schvalena pro odbér mikrobiologickych klinickych
vzorkU. Dodrzujte postupy doporucené vyrobcem transportniho zafizeni.

Podrobné informace o odbéru vzork(l a manipulaci s nimi naleznete rovnéz v pfislusnych
dokumentech.®#

Produkt Ize také pouzit ke subkultivaci potencialnich kmenu produkujicich ESBL z jinych médii.
Pfima inokulace s koloniemi se nedoporucuje. Nadmeérné inokulaci zabranite suspenzi kolonii ve
fyziologickém roztoku (viz Provedeni testu) a nanesenim plné klicky na kazdé médium.

Provedeni testu

CHROMagar ESBL je nutné inokulovat pfimo z tampdnu bez pfedchoziho obohaceni nebo

Z izolované kolonie rozpusténé ve fyziologickém roztoku s cilovou turbiditou pfiblizné

0,5 McFarland. Pfima inokulace z izolovanych kolonii se nedoporucuje, protoze vysoka hladina
inokula maze vést k faleSné pozitivni vysledkam.

Inokulujte vzorek tampdénem nebo klickou na obé média misky BBL CHROMagar ESBL
(Biplate) a rozetfete pomoci klicky. Nasledujici postup inokulace je nutné pfesné dodrzet.
Jenom tak Ize ziskat izolované kolonie s typickym vzhledem. Nedostateéna inokulace nebo
inokulace celého povrchu média pouze tampénem (bez pouziti kli¢ek k izolaci) muze vést

k nespravnym vysledkim nebo znemoznit odeéteni misky. Na kazdou misku inokulujte pouze
jeden vzorek. Obé strany dvoijité misky je nutné inokulovat stejinym vzorkem.

Postup pfi inokulaci a inkubaci:

1. Poklepejte tampdnem se vzorkem na malou oblast prvniho média misky BBL
CHROMagar ESBL (Biplate): Neinokulujte pfilis velké mnozstvi! Oddalte tampdn od
inokulovaného média.

2. Tampén pootoéte a inokulujte druhé médium BBL CHROMagar ESBL (Biplate):
Poklepejte tampdnem na prvni oblast natéru druhého média. Neinokulujte pFilis velké
mnozstvi!

Sekvence inokulace nema vliv na vysledek.

3. Vratte tampon do zkumavky se vzorkem.

4. Pomoci kli¢ek dokonc&ete natér misek. Provedte natér k izolaci. Nejdfive zpracujte
oblasti prvniho natéru a poté provedte natér druhé a tfeti oblasti obou médii. Na kazdou
stranu testového produktu doporu€ujeme pouZzivat Cerstvou klicku.

5. Inkubujte aerobné pfi teploté 35 az 37 °C po dobu 18 az 28 hodin (idealné 20 —

22 hodin). Doporu€ujeme misky obratit (stranou s médiem nahoru). Neprodluzuijte
inkubaci ani neinkubuijte v atmosféfe obohacené oxidem uhli€itym. Béhem inkubace
minimalizujte pasobeni svétla, nebot’ miize zni¢it chromogeny. Po zbarveni kolonii
jiz mize k pusobeni svétla dojit.

6. Pri vyhodnocovani misek postupuijte dle pokyna v ¢asti Vysledky a interpretace.

V zavislosti na typu a ucelu vzorku je nutné inokulovat také jina média, a zajistit tak uplnou
detekci veskerych obsazenych patogent. Jednim z téchto médii musi byt minimalné
neselektivni krevni agar.
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Vysledky a interpretace

Po inkubaci narostou vzorky obsahuijici izolaty rezistentni na inhibitory obsazené v médiich.

| kdyz vétSina kmenu produkujicich ESBL poroste na obou médiich dvojité misky, existuji
kmeny s citlivosti in-vitro na jednu z antimikrobialnich latek, a tudiz porostou pouze na jednom
médiu. Na miskach by se mély objevit izolované kolonie v oblastech, kde bylo inokulum Ffadné
zfedéno. Je nutné doplnit pfislusné testy citlivosti a molekularni metody, a potvrdit tak
pfitomnost izolatl produkujicich ESBL.

Nepfitomnost rustu na obou médiich znaci, Ze vzorek neobsahuje kmeny rezistentni na
antimikrobialni latky obsazené v médiich.

Zména barvy médii bez viditelnych kolonii (mGze k tomu dojit pfi nadmérné inokulaci médii
vzorky stolice nebo pfi pfili§ vysokém mnozstvi bakterii) je povazovana za negativni vysledek
(viz Cast Omezeni postupu).

Diferenciace a/nebo identifikace izolatu (izolatu) dle barvy a vzhledu kolonii
Razové a svétle fialové kolonie: Escherichia coli; Ize doplnit volitelny indolovy test pomoci
Cinidla BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers (Cinidlo DMACA pro test indol v kapaci
lahvi€ce BBL) (kat. €. 261187) na filtracnim papiru, a potvrdit tak pfitomnost E. coli (indol
pozitivni). Neaplikujte indolové €inidlo na povrch média!
Poznamka: Urcité kmeny Citrobacter, jako napf. Citrobacter braakii vytvafri fialové az lila
kolonie na médiu BBL CHROMagar Orientation a na médiu BBL CHROMagar ESBL
(Biplate), pokud jsou rezistentni na obsazené antimikrobialni latky. U takovych kmenu
doporucujeme biochemickou identifikaci.

Modré az modrozelené kolonie, které mohou byt obklopeny riizovou az bledé fialovou
zénou (ale nemusi): Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter nebo jiné. K identifikaci je
nutné doplnit dal3i testy. Podrobné informace viz navod k pouZiti média BBL CHROMagar
Orientation (viz: http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU).

Bezbarvé az bledé hnédé kolonie s nahnédlymi okraji Sificimi se do média: kmeny
Proteus, Morganella, Providencia. K UpIné identifikaci je nutné doplnit dalSi testy. Podrobné
informace viz navod k pouziti média BBL CHROMagar Orientation (viz:
http://www.bd.com/europe/requlatory/documents.asp#IFU).

Ve zfidkavych pfipadech muze Pseudomonas aeruginosa vytvaret difuzibilni hnédy pigment
napodobuijici Proteus. K odliSeni Ize pouzit oxidazovy test (viz nize).

Bezbarvé kolonie: Provedte oxidazovy test: Pokud je pozitivni a objevi se typickd ovocna
viiné a/nebo nazelenald, namodrala nebo nahnédla pigmentace (zpusobena viastnim
pigmentem mikrobu) - Pseudomonas aeruginosa. K tomuto testu doporu€ujeme pouzit
¢inidlo BD Oxidase Reagent Droppers (Cinidlo pro oxidazovy test v kapaci lahvi¢ce BD)
(kat. €. 261181). Provedte oxidazovy test na filtracnim papiru dle pokyna v navodu k pouziti
tohoto testu. Test neprovadéjte na koloniich pfimo na misce. Doporu€ujeme vysledek potvrdit
dalSimi testy.

Pseudomonas aeruginosa ¢asto poroste na matné strané misky (= pfirozena rezistence);
kmeny s vysokou rezistenci na antimikrobialni latky porostou také na Cisté strané. U vSech
izolatu P. aeruginosa z tohoto média je také vhodné doplnit testovani citlivosti pfisluSnymi
metodami, a stanovit tak pfesny vzorec rezistence. Pokud je oxidazovy test negativni nebo
sporny, provedte kompletni biochemickou identifikaci. Bezbarvé oxidaza negativni kolonie
mohou obsahovat nefermentujici mikroby, jako napf. Acinetobacter nebo Enterobacteriaceae,
které nemetabolizuji Zadny z obsazenych chromogenu, jako je napf. Salmonella. Tyto druhy
mohou také vykazovat rezistenci na cefalosporiny 3. generace. Neopomijejte je.

Smichané kultury na misce BBL CHROMagar ESBL (Biplate): Lze je obvykle jednoduse
rozeznat a odliSit na zakladé riznych barev kolonii. Napfiklad smichana kultura Klebsiella a
E. coli bude mit modré kolonie (Klebsiella) a rizové az svétle fialové kolonie (E. coli).
Zkontrolujte misku, zda se na ni nenachazi kolonie rdznych typd a barev.

Pokud se na misce nachazi vice nez 2 rGzné typy kolonii, doporucujeme provést
subkultivaci na médiu BBL CHROMagar ESBL (Biplate).
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SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI A OMEZENI POSTUPU

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) je selektivhi chromogenni screeningové médium slouzici

k pfimé identifikaci a diferenciaci Enterobacteriaceae a urcitych gramnegativnich ty€inek
rezistentnich na Sirokospektré betalaktamy. Produkt umozriuje detekci kmenU produkujicich ESBL.
Médium umozriuje pfimou biochemickou identifikaci rezistentni E. coli a diferenciaci jinych druht
Enterobacteriaceae na zakladé barvy kolonie. Grampozitivni bakterie a kvasinky jsou obvykle
inhibovany.

Izolaty obsazené v tomto médium je nutné ovéfit jako producenty ESBL dalSimi testy.

Vysledky ucinnosti

V externim hodnoceni uc¢innosti bylo testovano 320 klinickych vzorkud (soubor zahrnuje 277
rektalnich vytéra, 12 oralnich/faryngealnich vytérd, 11 nazalnich vytérd a 20 raznych vzorkl) na
médiu rozetfenim tampénu z transportniho média vzorku pfimo na toto médium. Z téchto 320
vzorku bylo dle interni metody 108 pozitivnich a 212 negativnich (automatizované a ruéni testy
citlivosti véetné potvrzujiciho testu CLSI na izolaty produkujici ESBL na agaru Mueller Hinton Il
Agar). Médium BBL CHROMagar ESBL (Biplate) ma dle vysledkl testd 100% sensitivitu a 93%
specificitu.®

Vnitini hodnoceni G€innosti

Limity detekce (LOD)

Médium BBL CHROMagar ESBL (Biplate) proslo hodnocenim slouzicim ke stanoveni limitu
detekce (LOD) kmenU produkujicich ESBL. U 3 testovanych kmen( (Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, E. coli DSM 22664 a E. coli ENF 11013 byl hodnocen zachyt na médiu BBL
CHROMagar ESBL (Biplate). Ke stanoveni koncentrace mikrobu vyjadfené v jednotkach CFU
(colony forming units) pro kazdé fedéni byly pouzity misky s neselektivnim agarem Columbia
s 5 % ovci krve. LOD média BBL CHROMagar ESBL (Biplate) byly v rozmezi 8 — 16 CFU po
24 hodinach (priimér 13 CFU).

Detekce rezistence
Na médiu BBL CHROMagar ESBL (Biplate) byly detekovany kmeny s nasledujicimi typy
rezistence:

Druh Typy rezistence Druh Typy rezistence
Escherichia coli CAZ-9, TEM-46 Enterobacter cloacae NDM-1
CTX-M, TEM OXA-2
CTX-M1 SHV
CTX-M15 TEM
KPC TEM, SHV
OXA-48 TEM, SHV, OXA-10
SHV-5; TEM-1b TEM-1, SHV-12
TEM TEM-1, SHV-5
TEM, SHV Kmen Salmonella SHV
TEM, CTX-M, SHV TEM

TEM, SHV, KPC

Serratia marcescens

TEM, CTX-M, OXA-2

TEM, SHV, OXA-1, KPC

Providencia rettgeri

NDM-1

TEM-50 Non-Enterobacteriaceae

VIM Pseudomonas aeruginosa | IMP
Klebsiella oxytoca VIM VIM

CTX-M, SHV VIM-1
Klebsiella pneumoniae | KPC Acinetobacter baumanii OXA-23
subsp. pneumoniae NDM-1 OXA-58

OXA-48 VIM-2

SHV

SHV, OXA-10

SHV-18

TEM

TEM, CTX-M, SHV, IMP-1

TEM, CTX-M5, SHV

TEM, SHV

TEM-1, SHV-5

TEM-3, SHV

VIM
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Seznam obsahuje kmeny produkujici karbapenemazy?, které rostou na médiu s pfislusnou
charakteristickou barvou kolonii. Je nutné pouzit testy k potvrzeni produkce karbapenemazy.

Omezeni postupu
Obé média na této dvojité misce je nutné inokulovat stejnym vzorkem. Na kazdou misku
inokulujte pouze jeden vzorek.

| kdyz je biochemicka identifikace na uroven druhu nebo skupiny (na zakladé chromogenni
reakce na médium) konec¢na, rezistenci je nutné potvrdit schvalenymi metodami testovani
citlivosti.

Identifikaci modrych, modrozelenych a bezbarvych izolatd na uroven druhu je nutné provést
pomoci biochemickych testu.

Urcité grampozitivni bakterie mohou byt rezistentni na inhibitory a mohou na médiich rust.

Vzhledem k tomu, ze je izolace kmenu produkujicich ESBL nezavisla na po¢tu mikrob
pfitomnych ve vzorku, spolehlivost vysledkl zavisi na spravném odbéru, manipulaci
a skladovani vzorku (viz ¢ast POSTUP — Typy vzorku).

Velka davka bakterii a/nebo nékteré vzorky mohou vytvofit nespecifické zbarveni primarni
oblasti rozetfeni na médiu. Tak mlze dojit k tomu, Ze se na médiu vytvori svétle fialové, fialove,
zelené nebo modré zbarveni nebo lehky zdkal v horni ¢asti média, ale nedojde k vytvoreni
jednotlivych kolonii.. Nalez je tfeba identifikovat jako negativni.

Neinkubujte méné nez 18 hodin, kolonie by mohly byt malé a/nebo slabé zbarvené. Idedini doba
inkubace je 20 az 22 hodin. Inkubace by neméla trvat déle nez 28 hodin. U smichanych kultur
mohou kolonie po delSi inkubaci zacit splyvat. Nasledné rozeznavani a purifikace pak budou
obtizné.

Kmeny Proteus spp. produkujici ESBL mohou ve zfidkavych pfipadech na tomto médiu slabé
rust, a to hlavné pfi nizkych CFU.

Izolaty s bezbarvymi koloniemi se pfi screeningu na producenty ESBL na tomto médiu
nedoporucuje opomijet. U téchto izolatl doplrite oxidazovy test. Pokud je tento test negativni,
provedte kompletni biochemickou identifikaci izolatu.

| kdyz byl do médii pfidan inhibitor hyperproducentt ampC/cefalosporinazy, urcita ¢ast takovych
kmenu bude vykazovat rust. Z tohoto divodu je médium BBL CHROMagar ESBL (Biplate)
povazovano za screeningovy nastroj. Neni uréen ke kone¢né identifikaci producentt ESBL.
K ur€eni pfesného typu rezistence exprimované izolaty je nutné doplnit specifické testy citlivosti
nebo molekularni metody.

Pfed prvnim pouzitim média BBL CHROMagar ESBL (Biplate) doporu€ujeme, abyste si
pomoci definovanych kmenu, napfiklad pomoci kmenu zminénych v ¢asti KONTROLA
KVALITY UZIVATELEM, vyzkouSeli, jak vypada typicka kolonie.
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BALENI/DOSTUPNOST

BD BBL CHROMagar ESBL (Biplate)

Kat. €. Popis

257606 Médium na miskach k okamzitému pouziti, 20 kust v baleni

DALSI INFORMACE
Daldi informace vam poskytne mistni zastupce spoleénosti BD.
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Becton Dickinson GmbH
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CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach
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