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BD Oxacillin Screen Agar

PRZEZNACZENIE

Podtoze BD Oxacillin Screen Agar (poczatkowo okreslane jako MRSA Screen Agar) zostato
opracowane do wykrywania szczepow Staphylococcus aureus opornych na
metycyling/oksacyline (MRSA, ORSA). Ze wzgledu na to, ze w metodzie wykrywania MRSA
stosuje sie takie samo inokulum, jak w procedurze badania wrazliwosci przy uzyciu krgzkow
nasgczonych antybiotykami, test przesiewowy z oksacyling mozna w wygodny sposob wykonaé
na izolowanych szczepach podczas rutynowego badania wrazliwosci.

ZASADY | OBJASNIENIE PROCEDURY

Metoda mikrobiologiczna.

Opornos¢ S. aureus na penicyline zaobserwowano wkrétce po wprowadzeniu penicyliny, w
p6znych latach 40." W péznych latach 60. w Stanach Zjednoczonych zaczeto izolowaé szczepy
S. aureus oporne na metycyline/oksacyling.?

Za opornos¢ S. aureus na oksacyline odpowiedzialne sg trzy r6zne mechanizmy. Sg to: (1) typ
klasyczny, polegajgcy na wytwarzaniu dodatkowego biatka wigzgcego penicyline (PBP), ktére
jest kodowane przez gen chromosomalny mecA, (2) wytwarzanie duzej ilosci R-laktamazy oraz
(3) wytwarzanie zmodyfikowanych PBP, ktére zmniejszajg powinowactwo drobnoustrojow do
antybiotykéw R-laktamowych.?

Cechy, ktére moga pomoc w réznicowaniu tych trzech typdw opornosci na oksacyline
(metycyling) przedstawiono w publikacji Manual of Clinical Microbiology, wyd. 9.3

Szczepy posiadajgce gen mec (opornos¢ klasyczna) sg oporne na penicyliny oporne na
penicylinaze (PRP), takie jak metycylina, oksacylina i nafcylina. Ekspresja opornosci wsréd tych
szczepow zachodzi w sposdb bgdz homogenny, badz heterogenny. W przypadku ekspresiji
homogennej, w standardowych badaniach in vitro niemal wszystkie komorki wykazujg opornosé.
W przypadku heterogennej ekspresji opornosci, niektére komaérki wydajg sie wrazliwe, a inne
oporne. Czesto zdarza sie, ze ekspresja opornosci zachodzi tylko u 1 na 10* do 1 na 10®
komorek w badanej populacji. Ekspresja heterogenna czasem prowadzi do MIC, ktére wydaje
sie graniczne, np. MIC oksacyliny réwne 4 do 8 ug/ml. Izolowane szczepy wykazujgce opornosc
klasyczng sg zazwyczaj oporne na inne antybiotyki, takie jak erytromycyna, klindamycyna,
chloramfenikol, tetracyklina, trimetoprim-sulfametoksazol, chinolony oraz aminoglikozydy.?
Opornos¢ spowodowana nadmierng produkcjg R-laktamazy lub obecnoscig zmodyfikowanych
PBP takze powoduje oporno$¢ graniczng. Izolowane szczepy, ktére sg oporne w mechanizmie
badz nadmiernej produkgji 3-laktamazy, bgdz zmodyfikowanego PBP, zazwyczaj nie wykazujg
opornoéci wielolekowej.® Ponadto, zazwyczaj nie obserwuje sie wzrostu tych szczepéw na
ptytkach z agarem.>®

Wzrost populacji opornej na metycyline jest wolniejszy, preferuje ona nizsza temperature
inkubaciji i wysokie stezenie soli.

Podtoze BD Oxacillin Screen Agar sktada sie z podtoza Mueller Hinton Agar poddanego
standaryzaciji do procedury dyfuzyjnego badania wrazliwosci bakterii tlenowych na antybiotyki z
zastosowaniem krazkéw.® Dodatek chlorku sodu poprawia wzrost subpopulacji opornych na
PRP. Do wykrywania opornosci na PRP preferowana jest oksacylina, gdyz jest ona stabilniejsza,
a wyniki sg bardziej miarodajne (zobacz tabele 2C [M100 (M2)] i tabele 2C w dokumencie CLSI
M100 [M7]).7®
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ODCZYNNIKI
BD Oxacillin Screen Agar
Sktad* w przeliczeniu na jeden litr wody oczyszczonej

Wycigg wotowy 2049 Oksacylina 0,006
Kwasny hydrolizat kazeiny 17,5 Agar 17,0
Skrobia 1,5 pH7,3+0,2

Chlorek sodu 40,0

*Skorygowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami majgcymi na celu spetnienie
kryteriéw wydajnosci.

SRODKI OSTROZNOSCI

. Wytacznie do zastosowan profesjonalnych. ®

Nie nalezy uzywac ptytek, jezeli sg na nich widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego,
odbarwienia, wyschniecia, pekniecia lub inne zjawiska wskazujgce na pogorszenie jako$ci.
Procedury aseptycznej techniki pracy z produktem, zagrozenia biologiczne oraz usuwanie
zuzytego produktu opisano w dokumencie OGOLNE INSTRUKCJE DOTYCZACE
STOSOWANIA.

PRZECHOWYWANIE | DOPUSZCZALNY OKRES PRZECHOWYWANIA

Po otrzymaniu, ptytki nalezy przechowywaé¢ w ciemnym miejscu w temperaturze od 2 do 8° C, w
ich oryginalnym opakowaniu izolujgcym do chwili uzycia. Unika¢ zamrazania i przegrzewania.
Posiewu na ptytki mozna dokonywac¢ az do daty waznosci (patrz etykieta na opakowaniu) i
inkubowa¢ w zalecanych czasach inkubaciji.

Piytek z otwartych stoséw zawierajgcych po 10 ptytek mozna uzywac przez okres jednego
tygodnia, przechowujgc w czystym miejscu w temperaturze od 2 do 8° C.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA

Podtoza zaszczepia sie reprezentatywnymi probkami wymienionych szczepdéw. Nalezy wykonac¢
zawiesine kilku dobrze odizolowanych kolonii badanego drobnoustroju z inkubowanej przez 18—
24 godz. hodowli w probowce z pozywka ptynng BD Trypticase Soy Broth i skorygowac
zmetnienie do standardu 0,5 McFarland. Zaszczepi¢ miejscowo 10 ul badanej zawiesiny na
podtozu BD Oxacillin Screen Agar za pomoca mikropipety. Alternatywnie mozna zanurzy¢
bawetniang wymazowke w badanej zawiesinie i delikatnie odsgczy¢ nadmiar ptynu, przyciskajgc
ja do wewnetrznej Scianki probowki. Wykonaé posiew na ptytce, rozprowadzajgc materiat za
pomocg wymazowki po powierzchni okoto 2,5 cm. Nalezy takze wykona¢ posiew na ptytce z
podiozem BD Trypticase Soy Agar Il with 5% Sheep Blood (TSA Il) lub BD Columbia Agar
with 5% Sheep Blood jako nieselektywng kontrole wzrostu.

Ptytki inkubuje sie w temperaturze 30-35°C w atmosferze tlenowej. Nie nalezy przekraczad
temperatury 35°C. Inkubowac ptytki przez petne 24 godz.

Szczepy bakteryjne Wzrost

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Brak wzrostu po 24 godz. inkubacji (wrazliwe)

Staphylococcus aureus ATCC 43300 Wzrost po 24 godz. inkubacji (oporne)

Bez posiewu Jasnobursztynowe, przejrzyste do bardzo
nieznacznie matowego

PROCEDURA

Dostarczane materiaty

Podtoze BD Oxacillin Screen Agar (ptytki Stacker o $r. 90 mm). Sprawdzane pod katem
obecnosci mikroorganizmow.

Materialy niedostarczane
Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki i wyposazenie laboratoryjne zgodnie z
wymaganiami.
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Typy probek

Podtoze to nie jest przeznaczone do izolowania MRSA/ORSA z prébek pochodzenia
klinicznego. Zamiast tego na opisywanym podfozu zaszczepia sie czyste hodowle izolowanych
szczepow, wstepnie zidentyfikowanych jako Staphylococcus aureus (zobacz Procedura
testowa oraz CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE
PROCEDURY).

Procedura testowa

1. Wykona¢ wstepng identyfikacje izolowanego szczepu jako Staphylococcus aureus, np.
szkietkowym lub probéwkowym testem na koagulaze (bgdz wykonac petng identyfikacje
biochemiczng).

2. Przygotowac zawiesine kilku dobrze odizolowanych kolonii badanego szczepu S. aureus z
inkubowanej przez 18—24 godz. hodowli w probdéwce z odpowiednig pozywka ptynna, taka
jak BD Trypticase Soy Broth, a nastepnie skorygowa¢ zmetnienie do standardu 0,5
McFarland.

3. Zaszczepi¢ miejscowo 10 ul badanej zawiesiny na podiozu BD Oxacillin Screen Agar za
pomocg mikropipety.

4. Alternatywnie mozna zanurzy¢ bawetniang wymazéwke w badanej zawiesinie i delikatnie
odsgczy¢ nadmiar ptynu, przyciskajgc ja do wewnetrznej $cianki probéwki. Wykonac¢ posiew
na ptytce, rozprowadzajgc materiat za pomocg wymazoéwki po powierzchni okoto 2,54 cm.
Nalezy takze wykonac posiew na ptytce z podtozem BD Trypticase Soy Agar Il with 5%
Sheep Blood (TSA Il) lub BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood jako nieselektywng
kontrole wzrostu.

5. Plytki badane i kontrolne mozna podzieli¢ na kilka sektoréw w ksztatcie klinéw, zaznaczajac
je na dolnej powierzchni ptytki. Na kazdej ptytce mozna testowac kilka wyizolowanych
szczepow. Jednak kazdg ptytke nalezy wykorzystaé i inkubowac tylko raz. NIE NALEZY
PONOWNIE UZYWAC | PONOWNIE INKUBOWAC PODtOZA BD Oxacillin Screen Agar.

6. Plytki inkubuje sie w temperaturze 30-35°C przez petne 24 godz. Nie nalezy przekraczac¢
temperatury 35°C.

Wyniki

Po inkubacji zbadac¢ ptytki pod katem wzrostu. Nalezy zauwazy¢, ze ptytki z tym podtozem
trzeba bada¢ doktadnie. Nawet jedna bardzo mata kolonia wskazuje na to, ze izolowany szczep
jest oporny na metycyline (oksacyling). Zahamowanie wzrostu oznacza, ze drobnoustrgj jest
wrazliwy na PRP (metycyling, nafcyline i oksacyline). Szczepy rosngce na podtozu Oxacillin
Screen Agar nalezy uznac za oporne na wszystkie antybiotyki 3-laktamowe, w tym potgczenia
R-laktam/inhibitor R-laktamazy i cefalosporyny.

Uwaga: Okresowo publikowane s3 informacyjne dodatki do dokumentu CLSI M2, badz jego uaktualnione
wersje, zawierajgce poprawione tabele dla krgzkdéw przeciwbakteryjnych oraz standardy interpretaciji.
Nalezy przestrzegac zaleceh podanych w najnowszych tabelach. Peten standard i dodatki informacyjne
mozna zamowi¢ pod adresem Clinical and Laboratory Standards Institute, 940 West Valley Road, Suite
1400, Wayne, PA 19087-1898, USA. Telefon: ++1-610-688-1100.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE PROCEDURY
BD Oxacillin Screen Agar jest standardowym podfozem do wykrywania szczepow
Staphylococcus aureus opornych na metycyline/oksacyline (MRSA, ORSA).>%8

Badania wewnetrzne wykazaty, ze istnieje r6znica w rozmiarze inokulum pomiedzy
wykonywaniem posiewu przez naniesienie mikropipetg 10 ul badanej zawiesiny a
zaszczepieniem za pomocg wymazowki. Prawdopodobienstwo wystgpienia subpopulaciji opornej
jest wieksze w duzych populacjach komoérek bakterii. Wykrycie opornoséci, zwtaszcza w
populacjach heterogennych pod wzgledem opornosci, jest fatwiejsze w przypadku uzycia
wiekszego inokulum podczas zaszczepiania na ptytce 10 yl zawiesiny za pomocg mikropipety.9
Kazdy szczep wyhodowany na opisywanym podtozu nalezy zbada¢ ilosciowo, wykonujgc
rozciehczenie w pozywce ptynnej lub na agarze, badz metodami molekularnymi (okreslenie
genu mecA) w celu potwierdzenia opornosci na oksacyline, a takze opornosci na inne
antybiotyki, charakterystyczne dla MRSA, takie jak chloramfenikol, klindamycyna, erytromycyna,
gentamicyna i tetracyklina.
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Wyniki badan skutecznosci®

W badaniu terenowym przeprowadzonym w duzym szpitalu miejskim, 152 szczepy S. aureus
zostaty zbadane na podiozu BD Oxacillin Screen Agar (dawniej MRSA Screen Agar) w
poréwnaniu z referencyjng procedurg badania wrazliwosci na metycyline przez rozcienczanie na
agarze. Obiema metodami wykryto tgcznie 121 wrazliwych szczepow. 30 szczepow byto
opornych (MRSA) wedtug obu metod. Pozostaty jeden szczep wykazywat wzrost na podtozu
MRSA Screen Agar, lecz byt wrazliwy na metycyline. Czuto$¢ testu wyniosta zatem 100, a
swoisto$é — 99,2%.

Ograniczenia procedury

W rzadkich przypadkach szczepy S. aureus przy granicznym MIC moga nie osiggnac¢
widocznego wzrostu w ciggu 24 godz. Zaleca sie, aby wszyskie watpliwe wyniki uzyskane na
ptytce przesiewowej potwierdza¢ standardowym testem MIC.

Podtoze to nie jest przeznaczone do izolowania MRSA bezposrednio z probek pochodzenia
klinicznego.

Nie zaleca sie uzywania podtoza BD Oxacillin Screen Agar do wykrywania koagulazoujemnych
gronkowcéw opornych na metycyling/oksacyline.
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PAKOWANIE / DOSTEPNOSC

BD Oxacillin Screen Agar

Nr katalogowy 257658 Gotowe podioza na ptytkach
hodowlanych, cpu 20

DODATKOWE INFORMACJE
W celu uzyskania dodatkowych informaciji nalezy sie skontaktowac z lokalnym przedstawicielem
firmy BD.

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/
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ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are the property of Becton, Dickinson and Company. © 2013 BD
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