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BD BBL™ CHROMagar™ CPE

NAUDOJIMO PASKIRTIS

BD BBL CHROMagar CPE yra selektyvioji chromogeniné atrankos terpé, skirta karbapenemaze
gaminanc¢ioms Enterobacteriaceae (CPE) aptikti. Tinkami méginiai yra iSangés tarpvietés
tepineéliai ir daugybé kity klinikiniy méginiy (zr. dalj Méginiy tipai). Be to, terpé leidzia
identifikuoti E. coli neatliekant kity patvirtinamuyjy tyrimy, taip pat aptikti Klebsiella-Enterobacter-
Citrobacter-Serratia ir Proteus-Morganella-Providencia organizmy grupes. Reikia papildomais
tyrimais patvirtinti, ar Sioje terpéje gauti izoliatai gamina karbapenemaze.

PROCEDUROS PRINCIPAI IR PAAISKINIMAS

Gramneigiamy bakterijy atsparumas karbapenemams yra didéjanti hospitaliniy infekcijy
problema. Atsparumo prieZastys gali skirtis, bet dazniausiai priezastis yra bakterijy, gaminanciy
karbapenemazes, kurios gali hidrolizuoti ne tik karbapenemus, bet ir kitus beta laktaminius
antibiotikus, paplitimas visame pasaulyje. Karbapenemazes koduojantys genai dazniausiai yra
plazmidése, kurios taip pat gali bati perduodamos ir kitoms riasims. Diagnostikos procedira yra
sudétinga, todél svarbu sutrumpinti ir supaprastinti Siy karbapenemams atspariy bakterijy
aptikimg.1-3

BBL CHROMagar CPE paremtas BBL CHROMagar Orientation (orientacinis), kuris buvo
sukurtas A. Rambach, CHROMagar, Paris, France. Pagal licencine sutartj naudodamasi

BBL CHROMagar Orientation paruostos terpés lékstelése gamybos intelektinés nuosavybés
teisémis, BD Sig formule pagerino. Mitybinés medziagos, esancios BBL CHROMagar
Orientation Medium (,BBL CHROMagar Orientation® terpé), yra specialiai parinkti peptonai.
Chromogeny miSinyje yra dirbtiniy substraty (chromogeny), kurie ardomi specifiniy mikroby
fermenty, iSskiria skirtingy spalvy junginius, tokiu bidu, atliekant maziausiai patvirtinamuyjy
tyrimy, garantuojamas tam tikry rasiy atpazinimas arba tam tikry mikroorganizmy grupiy
aptikimas. Pasirodant skirtingoms spalvoms BBL CHROMagar CPE chromogeninéje terpéje
galima lengvai aptikti miSrias gramneigiamas kultdras ir nustatyti E. coli (nuo roZinés iki rausvai
violetinés) neatliekant kity patvirtinamyjy tyrimy, Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia
(nuo mélynos iki mélynai zalios), Proteus-Morganella-Providencia (nuo bespalviy iki gelsvy ir
nuo gelsvy iki blySkiai melsvy kolonijy, apsupty rudais Ziedais) ir kitas gentis (matomas
natdralios spalvos).

Taip pat BBL CHROMagar CPE yra tinkamos koncentracijos karbapenemo, kad baty galima
nustatyti atsparuma, ir kity selektyviyjy medziagy, slopinanciy kitg méginyje esancig florg. Jei
gramneigiamos bakterijos, pavyzdZiui, Enterobacteriaceae ir fermenty negaminancios
bakterijos, atsparios pridétoms antimikrobinéms medziagoms, jos terpéje augs.

Norint jprastu badu fenotipiSkai aptikti karbapenemaze gaminancius patogenus reikia izoliuoti
grynajg padermés kultirg neselektyviojoje terpéje, tada atlikti kelis jautrumo tyrimus atsparumo
tipui nustatyti, o tai ilgai uztrunka ir brangiai kainuoja.

Naudojant BBL CHROMagar CPE méginys tepamas ant terpés. Inkubavus per naktj

(18 — 24 val.), izoliato augimas terpéje labai jtikinamai rodo, kad tai Enterobacteriaceae.

Reikia patvirtinti jautrumo tyrimais, molekuliniais ar fenotipiniais metodais.

Palyginti su neselektyviuoju izoliavimu ir jautrumo tyrimais, naudojant §j gaminj sumazéja darbo
kravis ir sutrumpéja laikas iki CPE aptikimo.
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REAGENTAI
BBL CHROMagar CPE
Sudétis* litre iSgryninto vandens

Chromopeptonas 16,19
Chromogeny midinys 1,3
Selektyviosios medZiagos 0,23
Agaras 15,0
pH 6,8 £0,2

*Koreguojama ir (arba) papildoma pagal poreikj, kad atitikty veikimo kriterijus.

ATSARGUMO PRIEMONES

Skirta naudoti tik specialistams. ®

Nenaudokite 1€ksteliy, jei yra mikrobinés tarSos, pakitusios spalvos, iSdzitvimo, jskilimo ar
kitokiy kokybés pablogéjimo pozymiy.

Informacijos apie aseptinio naudojimo procediras, biologinius pavojus ir panaudoto gaminio
iSmetimg zr. BENDROSIOSE NAUDOJIMO INSTRUKCIJOSE.

LAIKYMO SALYGOS IR TINKAMUMO LAIKAS

Gautas léksteles iki pat naudojimo pradzios laikykite tamsioje vietoje 2 — 8 °C temperatdroje
movos pavidalo gamintojo pakuotéje. NeuzSaldykite ir neperkaitinkite. LékStelése galima séti iki
galiojimo laiko pabaigos (Zr. etiketéje ant pakuotés), o jas inkubuoti — atsizvelgiant
rekomenduojamg inkubavimo laika.

Atidarius 10 léksteliy pakuote, Svarioje tamsioje vietoje 2 — 8 °C temperatiaroje IékSteles galima
laikyti iki vienos savaités. Iki inkubacijos ir jos metu maksimaliai venkite Sviesos, nes
Sviesa gali suardyti chromogenus.

NAUDOTOJO ATLIEKAMA KOKYBES KONTROLE

Pasékite tipinius méginius su toliau nurodytomis padermémis terpéje (iSsamig informacijg zr.
dalyse Méginiy tipai ir Tyrimo procediira). LékSteles, geriausia apverstas, aerobinémis
salygomis inkubuokite 35 — 37 °C temperatiroje 18 — 24 val.

Padermés Augimo rezultatai

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 Vidutinis ar puikus augimas, melsvai zalios ar

(gamina KPC) mélynos kolonijos

Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 Vidutinis ar puikus augimas, melsvai zalios ar

(gamina NDM-1) mélynos kolonijos

Escherichia coli NCTC 13476 Vidutinis ar puikus augimas; nuo roziniy ir

(gamina IMP) rausvai violetiniy kolonijy

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 VisiSkas slopinimas

Enterococcus faecalis ATCC 29212 VisiSkas slopinimas

Staphylococcus aureus ATCC 25923 VisiSkas slopinimas

Candida albicans ATCC 60193 VisiSkas slopinimas

Neséta Nuo bespalvés iki Sviesiai gintarinés, skaidri
(gali bati ne didesnis nei vidutinis smulkiy
daleliy kiekis)

PROCEDURA

Tiekiamos medziagos
BBL CHROMagar CPE (90 mm skersmens Stacker IékStelés). MikrobiologiSkai
kontroliuojama.

Batinos, bet netiekiamos medziagos
Papildoma terpé kultirai iSauginti, reagentai ir laboratoriné jranga.
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Méginiy tipai

Sis gaminys daZniausiai naudojamas karbapenemaze gaminanéioms paderméms aptikti, kad
bdty galima iSvengti ir valdyti CPE infekcijas sveikatos priezilros jstaigose, ypac intensyviosios
terapijos skyriuose. Jis daugiausia naudojamas su iSangés ir tarpvietés tepinéliais, bet galima
naudoti ir su kity kano viety, kuriose gali bati karbapenemaze gaminanciy Enterobacteriaceae,
méginiais. Rekomenduojama naudoti gabenimo prietaisus, kuriais leidZziama paimti
mikrobiologinius méginius. Laikykités gabenimo prietaiso gamintojy rekomenduojamy
procedary.*®

Gaminj taip pat galima naudoti galimoms CPE paderméms kultivuoti i$ kity terpiy.
Nerekomenduojama tiesiogiai sieti kolonijy. Venkite paséti per daug, i$ kolonijy pirmiausia reikia
pagaminti fiziologinio tirpalo suspensijg (zr. Tyrimo proceddra) ir kiekvieng terpe paséti
braukiant kilpele.

Tyrimo proceddra

BBL CHROMagar CPE reikia paséti tiesiogiai tepinéliu pries tai neauginus arba i$ izoliuotos
kolonijos, i$ kurios pagaminta mazdaug 0,5 McFarland drumstumo fiziologinio tirpalo suspensija.
Nerekomenduojama tiesiogiai séti izoliuoty kolonijy, nes dél didelio inokuliato kiekio kartais gali
bati nustatyti klaidingai teigiami rezultatai.

Sékite méginj tepinéliu arba kilpele BBL CHROMagar CPE terpéje ir uzsékite braksniais kilpele,
kad kolonijos atsiskirty. Norint gauti tipiSkos iSvaizdos izoliuotas kolonijas, reikia grieztai laikytis
toliau pateiktos proceduros. Nepakankamai paséjus arba visg terpes pavirSiy paséjus tik
tepinéliu (nenaudojant kilpeliy uzséti briksniais, kad kolonijos atsiskirty), gali bati gauti klaidingi
rezultatai arba iS IekStelés nebus galima gauti rezultaty. Vienos plokstelés nesékite daugiau nei

vienu meginiu.

Séjimo ir inkubavimo proceddra:

1. Patepkite méginio tepinéliu nedidelj BBL CHROMagar CPE terpés plotg: nesékite per
daug! ISimkite tepinélj i$ terpés ir grazinkite jj j mégintuveél;.

2. Kilpelémis baikite braukyti Iekstele. UZsékite briksniais, kad kolonijos atsiskirty!
Pirmiausia brikSniuokite terpés pirmajj briksSniuojamag plota, tada antrgjj ir trecigjj plota.

3. Léksteles, geriausia apverstas (dalis su terpe virSuje), aerobinémis sglygomis
inkubuokite 35 — 37 °C temperatiroje 18 — 24 val. Neinkubuokite ilgiau ir neinkubuokite
atmosferoje, pripildytoje anglies dioksido.
Inkubacijos metu maksimaliai venkite Sviesos, nes Sviesa gali suardyti
chromogenus. ApSviesti galima, tik kai iSrySkéja kolonijy spalva.

4. Nuskaitykite 1ék&teles, kaip aprasyta skyriuje Rezultatai ir aiSkinimas.

Atsizvelgiant | méginio tipg ir tikslg, kitg terpe taip pat reikia paséti, kad buty galima aptikti visus
méginyje esancius patogenus. Tokia terpé yra bent neselektyvioji kraujo agaro Iékstelé.

Rezultatai ir aiSkinimas

Baigus inkubuoti, augs méginiai su terpéje esantiems inhibitoriams atspariais izoliatais. Ten, kur
inokuliatas buvo tinkamai paskirstytas, ant 1ék&teliy turi bati atskiry kolonijy. Norint patvirtinti,

kad yra CPE gaminanciy izoliaty, reikia atlikti tinkamus jautrumo tyrimus, taikant molekulinius
arba fenotipinius metodus.

Jei terpéje niekas neauga, tai rodo, kad méginyje néra padermiy, atspariy terpeje esanioms
antimikrobinéms medziagoms.

Atkreipkite démesj, kad terpés nusidazymas be matomy kolonijy (taip gali bati, jei terpéje paséta
per daug iSmaty méginio ar labai didelis bakterijy kiekis) laikomas neigiamu rezultatu (taip pat zr.
dalj Proceduros apribojimai).
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Izoliato (-y) diferenciacija ir (arba) atpazinimas pagal kolonijos spalva ir iSvaizda
Nuo roziniy iki rausvai violetiniy kolonijy: Escherichia coli; galima atlikti papildomg indolo
tyrima ant filtravimo popieriaus naudojant BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers
(indolo reagenty laSintuvai) (kat. Nr. 261187) norint patvirtinti E. coli (indolui teigiama).
NelaSinkite indolo reagento ant terpés pavirSiaus!
Pastaba. Nustatyta, kad tam tikros Citrobacter freundii BBL CHROMagar CPE terpéje auga
violetinése ar alyvinés spalvos kolonijomis. Tokias padermes rekomenduojama identifikuoti
biocheminiais tyrimais.

Nuo mélyny iki mélynai zaliy kolonijy, kurios gali bati ribojamos nuo rausvos iki rausvai
violetinés zonos: Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter arba kitos. Norint identifikuoti
reikia iSsamesniy tyrimy. ISsamesne informacijg zr. BBL CHROMagar Orientation
naudojimo instrukcijose (zr.: http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU).

Nuo bespalviy iki gelsvy ir nuo gelsvy iki blyskiai melsvy kolonijy, nuo kuriy j terpe
plinta rusvi ziedai: Proteus, Morganella, Providencia padermés. Norint tiksliai identifikuoti
reikia daugiau tyrimy. ISsamesne informacijg zr. BBL CHROMagar Orientation naudojimo
instrukcijose (zr.: http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU).

Retais atvejais Pseudomonas aeruginosa gali gaminti difuzidkai plintantj rudg pigmenta,
panasy j Proteus. Norint diferencijuoti, galima atlikti oksidazés tyrimg (Zr. toliau).

Bespalvés kolonijos: atlikite oksidazés tyrimg. Jei jis teigiamas, jauCiamas bidingas vaisiy
kvapas ir (arba) matoma Zalsva, melsva ar rusva pigmentacija (dél paties organizmo
pigmenty) > Pseudomonas aeruginosa. Siam tyrimui rekomenduojama naudoti BD Oxidase
Reagent Droppers (oksidazés reagenty lasintuvai) (kat. Nr. 261181). Atlikite oksidazés
tyrima, kaip aprasyta 3io tyrimo naudojimo instrukcijose, ant filtravimo popieriaus, bet ne su
kolonijomis Iék&teléje. Rekomenduojama patvirtinti papildomais tyrimais.

Norint nustatyti tiksly atsparumo mechanizmg visy i$ Sios terpés izoliuoty P. aeruginosa
jautruma reikia patikrinti patvirtintais metodais. Jei oksidazés tyrimas neigiamas arba
neaiskus, atlikite visapusj biocheminj identifikavimg. Bespalvés neigiamos oksidazés
kolonijos gali biti nefermentuojantys mikroorganizmai, pavyzdziui Acinetobacter arba
Enterobacteriaceae, kurie nemetabolizuoja pridéty chromogeny, pavyzdziui, Salmonella.

Misrios kulturos BBL CHROMagar CPE léksteléje: jas dazniausiai galima lengvai atpazinti
ir atskirti vieng nuo kitos pagal skirtingas kolonijy spalvas. Pavyzdziui, esant misriai Klebsiella
ir E. coli kultdrai susidarys mélynos kolonijos (Klebsiella) ir nuo rausvy iki rausvai violetiniy
kolonijy (E. coli).

Patikrinkite, ar 1ékSteléje yra skirtingy tipy ir spalvy kolonijy.

Rekomenduojama perséti j BBL CHROMagar CPE, jei IeékSteléje matomi daugiau nei du
kolonijy tipai ar daugiau nei dvi spalvos.

VEIKIMO CHARAKTERISTIKOS IR PROCEDUROS APRIBOJIMAI

BBL CHROMagar CPE yra selektyvioji chromogeniné atrankos terpé, skirta karbapenemaze
gaminancioms Enterobacteriaceae tiesiogiai identifikuoti ir diferencijuoti. Naudojant terpe galima
tiesiogiai biochemiskai nustatyti atsparig E. coli ir diferencijuoti kitus Enterobacteriaceae pagal
kolonijy spalvg. Gramteigiamy bakterijy ir mieliagrybiy augimas dazniausiai slopinamas.®

Reikia papildomais tyrimais patvirtinti, ar Sioje terpéje gauti izoliatai gamina karbapenemaze.

ISorinis veikimo jvertinimas

tepinéliai, 10 burnos / gerklés tepinéliy, 9 nosies tepinéliai ir 28 jvairis méginiai) istirti
naudojant terpe tepant tepinélius i§ meginio perneSimo terpés tiesiogiai ant terpés. 1S 227
meginiy 21 buvo teigiamas dél CPE ir 206 buvo neigiami, nustatyti pagal vidinius metodus
(fenotipiniai ir molekuliniai metodai). Nustatytas BBL CHROMagar CPE 100% jautrumas ir
94% specifiSkumas.’
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Vidinis veikimo jvertinimas

Atliekant vidinj patvirtinimg buvo istirtos 274 gerai apibtdintos padermeés i$ skirtingy geografiniy
regiony. Jose buvo 183 CPE padermés (jskaitant Ambler A klasé: 57 KPC, 2 SME; Ambler B
klasé: 39 NDM, 14 VIM, 11 IMP; Ambler D klasé: 53 OXA-48, 1 OXA-162, 2 OXA-163, 4 OXA-
181) ir 91 ne CPE padermé (69 ESBL, 2 poriny trikumai,12 AmpC, 1 OXY-1, 7 laukinio tipo).
BBL CHROMagar CPE parode, kad bendras tyrimo jautrumas yra 94,5%, o specifiSkumas —
92,3%. Individualus jautrumas Ambler A klasé, B ir D karbapenemazéms yra atitinkamai 96,6%,
90,6% ir 96,7%. Terpé teisingai aptiko visus tirtus OXA-48 gamintojus (Ambler D klasg).®

Aptikimo ribos (Limit of Detection, LOD)

BBL CHROMagar CPE tirtas karbapenemaze gaminanciy padermiy aptikimo ribai (LOD)
nustatyti. Vertintas keturiy padermiy (K. pneumoniae NCTC 13438, K. pneumoniae NCTC
13443, E. coli NCTC 13476 ir E. coli ENF 18034) augimas BBL CHROMagar CPE terpéje.
Per kiekvieng praskiedimg naudotas neselektyvus Kolumbijos agaras su 5% avies kraujo
lékStelemis siekiant nustatyti mikroorganizmy koncentracijg, iSreikstg kolonijas formuojandéiais
vienetais (CFU). BBL CHROMagar CPE LOD po 24 val. inkubavimo buvo 16 — 31 CFU/ml
(vidurkis 23,5 CFU/ml).2

Atsparumo nustatymas
Naudojant BBL CHROMagar CPE nustatytos toliau nurodyty atsparumo tipy padermés®:

1 lentelé. Tirtos padermés ir nustatyti atsparumo tipai naudojant BD BBL CHROMagar CPE.

Padermé Karbapenemazés Karbapenemazé
klasé
(Ambler klasé)
Acinetobacter baumanii B klasé NDM-1, NDM-2
VIM
IMP-1
SIM-1
D klasé OXA-23, OXA-24, OXA-40, OXA-51, OXA-58,
OXA-64, OXA-72, OXA-91, OXA-97, OXA-143
Acinetobacter sp. B klasé VIM-4
Acinetobacter junii B klasé IMP-1
Citrobacter freundii A klasé KPC-2, KPC-3
B klasé NDM-4
IMP-4
D klasé OXA-48, OXA-181
Citrobacter koseri D klasé OXA-48
Klebsiella pneumoniae A klasé KPC, KPC-1, KPC-2, KPC-3
B klasé NDM, NDM-1

VIM, VIM-1, VIM-4, VIM-19
IMP-1, IMP-4, IMP-8

D klasé OXA-48, OXA-162, OXA-163,
OXA-181
Klebsiella oxytoca A klasé KPC-2, KPC-3
B klase VIM, VIM-4
Escherichia coli A klasé KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4, KPC-5
B klasé NDM, NDM-1, NDM-4

VIM, VIM-4, VIM-19
IMP, IMP-1, IMP-8
D klasé OXA-48
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Enterobacter asburiae A klasé IMI-2
Enterobacter cloacae A klasé KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4
B klase NDM, NDM-1, NDM-4
VIM-4
IMP-8
D klasé OXA-48, OXA-163
Enterobacter sp. B klasé NDM
Proteus mirabilis B klase NDM-1
Providencia rettgeri B klasé NDM, NDM-1
D klasé OXA-48, OXA-181
Providencia stuartii B klase NDM-1
Pseudomonas aeruginosa A klasé KPC-2, KPC-5
B klase VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-13
IMP-7
Salmonella spp. B klase IMP-4
Serratia marcescens A klasé KPC, KPC-2
SME-1, SME-2
B klasé IMP-1
D klasé OXA-48

Procediros apribojimai
Vienos plokstelés nesékite daugiau nei vienu méginiu!

Nors biocheminis rasies ar grupés lygio identifikavimas (remiantis terpés chromogeninémis
reakcijomis) yra galutinis, atsparuma reikia patikrinti patvirtintais metodais.
Melyny, mélynai zaliy ir bespalviy izoliaty rusis identifikuoti reikia biocheminiais tyrimais.

Sioje terpéje gali augti tam tikros gramteigiamos bakterijos, atsparios inhibitoriams.

Gali augti (matomos natiralios spalvos) neenterobakterinés karbapenemams atsparios
gramneigiamos lazdelés (t. y. Acinetobacter spp. ir Pseudomonas spp.). leSkant Sioje terpéje
auganciy karbapenemams atspariy mikroorganizmy, nerekomenduojama nekreipti démesio |
bespalviy kolonijy izoliatus. Atlikite tokiy izoliaty oksidazés tyrimg. Jei tyrimas neigiamas,
atlikite visapusj izoliato biocheminj identifikavimg. Smulkesnés informacijos apie
diferencijavimg Zr. PROCEDURA - Rezultatai ir aikinimas.

Nors j terpe pridéta daug ampC gaminanciy mikroorganizmy inhibitoriaus, tam tikra dalis
tokiy padermiy augs. Todél BBL CHROMagar CPE skirtas karbapenemaze gaminantiems
mikroorganizmams atrinkti, o ne galutinai identifikuoti. Tiksly izoliaty atsparumo tipg reikia
nustatyti jautrumo tyrimais arba molekuliniais metodais.

Kadangi CPE padermiy i§skyrimas priklauso nuo daugybés méginyje esanciy mikroorganizmy,
rezultaty patikimumas priklauso nuo tinkamo meginio paémimo, naudojimo ir laikymo (zr. dalj
PROCEDURA - Méginiy tipai).

Dél didelio bakterijy kiekio ir (arba) kai kuriy méginiy pirmojo terpés tepimo sritis gali nusidazyti
nespecifine spalva. Dél to gali bati, kad terpéje matysis rausvai violetinés, purpurinés, zalios ar
mélynos spalvos arba terpés pavirSius bus ne visiSkai skaidrus, bet nebus aikiy kolonijy.

Tai reikia laikyti neigiamu rezultatu.

Neinkubuokite trumpiau nei 18 valandy, nes kolonijos gali bati mazos ir (arba) jy spalva gali bati
neryski; idealus inkubavimo laikas yra 18 — 24 valandos. Negalima inkubuoti ilgiau nei 28
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valandas — esant miSrioms kultdroms kolonijos gali susilieti ir gali bati sunku jas atpazinti ir
iSgryninti.

Prie$ pirmg kartg naudojant BBL CHROMagar CPE terpe rekomenduojama paméginti
atpazinti tipiskg kolonijy iSvaizdg su zinomomis padermémis, pvz., minimomis skyriuje
NAUDOTOJO ATLIEKAMA KOKYBES KONTROLE.
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