IMPREGNOWANE KRAZKI DO WYKRYWANIA METALO-BETA-LAKTAMAZ (MBL)
Rurka 50 krazkow

TEST PRZESIEWOWY DO WYKRYWANIA METALO-BETA-LAKTAMAZ

1-ZASTOSOWANIE KLINICZNE

Karbapenemy (imipenem, meropenem, ertapenem, itp.) to grupa antybiotykdéw stosowanych z wyboru w leczeniu infekcji
wywotanych przez wielooporne pateczki gramujemne (Acinetobacter, Pseudomonas, enterobakterie, itp.). Opisano dwa typy
enzyméw hydrolizujacych (karbapenemaz), niwelujgcych dzialanie karbapeneméw: karbapenemazy serynowe i metalo-beta-
laktamazy (MBL) (5). Obydwa enzymy zapewniaja odporno$¢ na dzialanie antybiotykdw tej grupy. Wykrywanie szczepéw
bakteryjnych wytwarzajacych metalo-beta-laktamazy (MBL), umozliwia w razie koniecznos$ci modyfkacje wdrozonego leczenia
oraz implementacje $rodkéw bezpieczenstwa zapobiegajacych wystapieniu zakazen szpitalnych i rozprzestrzenianiu sie
wspomnianych szczepdéw bakteryjnych (4).

2- ZASADA METODY

Metalo-beta-laktamazy (MBL) to enzymy nalezace do klasy B wg. klasyfkacji molekularnej Amblera (1, 4). Ich aktywno$¢ jest
uzalezniona od obecno$ci dwuwartoéciowych kationéw, takich jak na przyklad cynk. Dzigki temu, aktywno$¢ MBL mozna
hamowa¢ za pomoca odczynnikdw chelatujacych, takich jak EDTA (kwas wersenowy), ktére lacza sig z kationami cynku.
Metoda ta polega na poréwnaniu aktywnosci in vitro krazka impregnowanego antybiotykiem nalezacym do grupy
karbapenemoéw, (imipenem lub meropenem) do krazka impregnowanego tym samym antybiotykiem potaczonym z inhibitorem
enzymu metalo-beta-laktamazy: EDTA, wobec szczepu bakteryjnego zidentyfkowanego do poziomu gatunku.

W przypadku bakterii wytwarzajacych ten enzym, aktywno$¢ in vitro krazka zawierajacego karbapenem i EDTA jest wyzsza niz
kragzka z samym karbapenem. EDTA blokuje dzialanie MBL. Dzieki temu antybiotyk moze oddzialywa¢ na bakterie.

Wyboru stezen karbapenemu i EDT A dokonano na podstawie publikacji naukowych (6) i zwalidowano je.

3- OPAKOWANIA

6‘.5.mm krazki wykonane z wysokiej jakosci bibuty impregnowanej roztworem antybiotyk/inhibitor o dokladnie okre$lonym
stezeniu.

Krazki z kazdej strony sg wyraznie oznakowane 4 literowym symbolem.

Nazwa Sl zenle S mbol O akowanie
Imi enem+EDTA 10/930 EIPM x50 kr skow Nr katalogo
Mero enem+EDTA 10/930 EMEM 1 x50 kr 2kéw

4- PRZECHOWYWANIE

Podana data waznosci odnosi sie wylacznie do krazkéw w nie otwieranym opakowaniu, przechowywanym zgodnie z
zaleceniami producenta. Data waznosci i numer serii znajduja si¢ na etykiecie (na rurce z kragzkami oraz na opakowaniu
zewngtrznym) .
Rurki z krazkami nalezy przechowywa¢ w oryginalnym opakowaniu w temp. +2-8'C, w suchym miejscu.
Przed otwarciem opakowanie z krazkami przenie$¢ i pozostawié¢ w temp. pokojowej (do godziny). Po wyjeciu potrzebnej
liczby krazkéw, pozostate schowa¢ do +2-8'C.
Nie uzywac krazkéw po uptywie terminu przydatnosci.
Nie uzywaé krazkéw, ktére byly pozostawione w temp. pokojowej (18-30'C) ponad 8 godzin, lub poddane wielokrotnym
zmianom temperatury (z chiodni do temp. pokojowej), ewentualnie nastawi¢ antybiogramy wzorcowe przed dalszym
uzytkowaniem's,.
Krazki pozostajace w dyspenserze powinny by¢ przechowywane w temp. +2-8'C, w suchym miejscu, z pochtaniaczem
wtlgoci wewnatrz.
Zwalidowano przechowywanie kragzkéw w otwartym opakowaniu w dyspenserze, z pochtaniaczem wilgoci, w temp. +2-
8'C w suchym miejscu. Okres stabilnosci, wyrazony w tygodniach, oznaczony jest we wnetrzu piktogramu:



S-INNE NIEZBEDNE MATERIALY

o Dyspenser krazkéw. na 7 krazkéw nr kat. # 50294
na 12-16 krazkéw nr kat. # 50295
Podtoza mikrobiotogiczne do testu antybiotykoopomoéci : Muel/er-Hinton

o
Szczepy wzorcowe bakterii

o Wzorzec gestosci inokulum: 0.5 w skali McFarlanda lub inna metoda weryfikaciji gestoéci zawiesiny

o Sprzet laboratoryjny do oznaczania wrazliwosci na antybiotyki metoda dyfuzyjno-krazkowa

6-ZALECENIA DLA UZYTKOWNIKA
Nalezy postepowaé zgodnie z najnowszymi, stosownymi zaleceniami CLSI (7). Wyniki uzyskane z wykorzystaniem
impregnowanych krazkéw, zalezg nie tylko od stezenia substancji w krazku, ale takze od stosowania wtasciwego inokulum,
zalecanego podioza, warunkéw przechowywania i innych czynnikéw.

ZNaarI]?eng%zZecsZtéﬁ%gnal?n famsa% Hgﬁ}arl)%%zueancsts\{vear );I:ilr%é:g“z materiatem zakaznym. Wykorzystane hodowle i wszystkie

7- PROCEDURA

Krazkéw nie nalezy uzywac do przeprowadzania testéw bezposrednio na prébkach klinicznych.

Przygotowanie inokutum:

Zapoznaj si¢ z rekomendacjami CLSI/NCCLS dotyczacymi uzyskiwania inokulum o gestosci 0.5 MacFarland'a z czystej,
mitodej hodowli, CLSI (7).ldentyfikacja szczepu jest istotnym elementem uzyskania wyniku. Wystepowanie metalo-beta-
laktamaz opisano jedynie dla: entrobakterii, Pseudomonas, Acinelobacler, Chryseobaclerium (4, 5).

tnokutacja podtota Muel/er-Hinton:
inkubacji zalezy réwniez od odpowiednich zalecen: 16-20 godzin w

P. hnik: i LS| (7). i
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Naktadanie krazkow:
Wyboru preferencyjnie uzywanej kombinacji krazkéw mozna dokona¢ na podstawie wyniku identyfikacji szczepu, niemniej
biorac pod uwage czuto$¢ i swoistos¢ metody, wyniki badan przegladowych beda optymalne przy stosowaniu obu kombinacji
oraz odpowiednio krazka z samym karbapenemem.
Nanieé¢ krazek z imipenemem 10 ~g (kod Produktu 6656_8{ oraz krazek z Imlpenem + EDTA (kod grodukt_u 67936) na
powierzchnig odpowiedniego podioza na ptytce (Muel/er-Hinton), zaszczepionego czystym szczepem bakteryjnym.
Nanieé¢ krazek z meropenem 10 ~g (kod produktu 67048) i meropenemem + EDTA (kod produktu 67966) na
powierzchnig Odpowiedniego podtoza na ptytce (Muel/er-Hinton), zaszczepionego czystym szczepem bakteryjnym.
Krazek z karbap,inem oraz z kombina H‘(q karbap?nem/EDTA nalezy testowa¢ z uzyciem tego samego inokulum aby uzyskaé
wiarygodny wynik pomiaru réznicy wielkosci strefy.
Minimalna, rekomendowana odlegto$¢, mierzona od $rodka do $rodka krazka, to 3 cm.

8- INTERPRETACJA WYNIKOW

Nalezy precyzyjnie zmierzy¢ $rednice stref zahamowania Obserwowang wokét kazdego z natozonych krazkéw:

o Meropenem +EDTA SEMEM) i sam meropenem (MEM)

o Imipenem +EDTA (EtPM) i sam imipenem ({PM)

Szczep bakteryjny jest uznawany za potencjalnie wytwarzajacy metalo-beta-laktamaze, jeSli réznica $rednic pomiedzy

krazkiem zaWierajacym kombinacje a krazkiem z samym karbapenemem jest wigksza lub rowna 4 mm.

o Kazdy dodatni wynik oznacza potencjalng obecno$¢ metalo-beta-laktamazy, ale nie jest wystarczajacy do stwierdzenia
tego fenotypu odpornosci. Jedyna technikg potwierdzajaca jest genotypowa nie badanego szczepu. Okreslenie MIC
(minimalnego stezenia hamujacego) dla samego karbapenemu i karbapenemu + EDTA po$wiadcza wynik uzyskany w

doswiadczeniu z krazkami.

o

9- Charakterystyka testu
W zewnetrznej ewaluacji, obejmujacej panel szczepéw genotypowanych, ustalono prég wykrywalnosci metalo-beta
laktamaz dla szczepéw je wytwarzajacYCh, czuto$¢ réznych kombinacji w krazkach i swoisto$¢ kazdej z nich.

Panel testowanych szczep6éw bakteryjnych obejmowat 28 szczepéw o znanych genotypach, wytwarzajacych metalobeta-
laktamazy i 43 szczepy o znanych genotypach, niewytwarzajace metalo-beta-laktamaz:



MBI+ MBI-
Testowane szczepy
In =28) (n=43)
Oksacylina Karbapenemazy Inne Kontrola
klasy A mechanizmy ujemna
Enterobakterie 10 3 7 2
Pseudomonas spp.
Chryseobacterium spp. 15 2 2 10
Stenctroonomcnes malt~hilia
Acinetobacter sPP. 3 12 5
Suma 28 15 9 4 15

Czutoé¢ i swoistoé¢ metody dla obu kombinacii krgzkéw zostata przedstawiona w ponizszej tabeli:

czutosé % swoistos¢ %
40 100
80 85
czutosé % % swoisto$¢
Krazki imipenem+EDTA
Krazki meropenem+EDTA Z(ZJO 32

Na podstawie uzyskanych wynikéw czutoéci i swoistosci, w celu stwierdzenia wytwarzania metalo-beta-laktamaz w szczepach
Pseudomonas/Acinetobacter i enterobakterii, zaleca sig przeprowadzenie testu dla obu kombinaciji krazkéw, Imlpenem+EDTA
i meropenem+'EDTA. Podniesiona zostanie tym samym skuteczno$¢ metody przegladowej.

W tabeli ponizej pokazano propozycje schematu decyzyjnego pomocnego w interpretacji wynikéw skryningu.

Wynik z Wynik z kragzka Obecnos¢ MBI
krazka tPM+EDTA MEM+EDTA
. . Bardzo wysokie
prawdopodobieristwo
Enterobakterie - - Niskie prawdopodobieristwo
Rard=A unienlin
* - prawdopodobienstwo
- + Whvsokie_prawdopodobienstwo
+ + Bardzo wysokie
Aci b. 1Pseud - - Brakjlrawdopodobieristwa
aeruginosa + - Wyvsoki9j)rawdopodobieristwo
- + Niskie prawdopodobierstwo

Dodatnie lub ujemne wyniki o_dpowiada}{'a réznicy $rednic uzyskanych poprzez réwnoczesne oznaczenie dla kragzka z samym
karbapenem i jego kombinacja z EDT A.

10- KONTROLA JAKOSCI

Aktywno$¢ krgzkéw meropenem + EDTA i imipenem+EDIA powinna by¢ systematycznie kontrolowana z uzyciem
nastepujacych szczepow:

o Szczep rekombinowany Escherichia coli Vim-4 wymieniony przez .............. Kryterium akceptacii jest réznica $rednicy
pomigdzy krazkami meropenemu i meropenemu + EDIA oraz pomigdzy krazkami imipenemu i imipenemu+EDIA réwna
przynajmniej 4 mm.

0 Szczep Escherichia coli AICC 25922.

11- KONTROLA JAKOSCI PRODUCENTA

Kazdy produkt ............. zostat przygotowany zgodnie z naszym systemem jako$ci, poczynajac od materiatow wyjsciowych,
az do ostatecznego produktu komercyjnego.

Kazda seria ostatecznego produktu podlega oznaczeniu kontrolnemu i jest dopuszczona do uzytku, jeéli spetnia wymagane
kryteria. ................ posiada protokoty produkciji i kontroli jako$ci kazdej serii.

12- OGRANICZENIA METODY

dSzgz?p, ?\akteryjny musi zosta¢ zidentyfikowany; obecno$¢ metalo-beta-laktamaz nie zostata potwierdzona dla bakterii Gram-
logatnich.

Dziatanie kombinaciji karbapenemem + EDIA bylo ewaluowane z uzyciem krazkéw z samymi karbapenemami od tego samego
producenta (10 ~g imipenemu, kod produktu 66568 i 10 ~g meropenemu, kod produkiu 67048). Oznaczenie nalezy
wykonywaé stosujgc pojedyncze i potaczone krazki od tego samego producenta.



Potwierdzenie wynikéw dodatnich poprzez genotypowanie jest konieczne do precyzyjnej identyfikacji wiasciwosci enzymu
odpowiadajacego za oporno$¢ na karbapenemy.

Obecnos¢ mikrokotoni w strefie zahamowania wzrostu nie powinna byé uwzgledniana podczas odczytu $rednicy i interpretaciji
wynikéw.

Fatszywie dodatnie reakcje obserwowano w zwigzku z permeabitizujgcym dziataniem samego EDTA (3, 4).
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