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BD BBL™ CHROMagar™ CPE

POUZITIE

Péda BD BBL CHROMagar CPE je selektivha chromogénna skriningova péda na detekciu
baktérii z ¢elade Enterobacteriaceae tvoriacich karbapenemazy (CPE). Medzi vhodné vzorky
patria vytery z kone¢nika a perinea a rézne iné klinické vzorky (pozrite si ¢ast Typy vzoriek).
Tato pdbda umoziiuje aj identifikaciu baktérie E. coli bez dalSich potvrdzujucich testov a detekciu
skupin organizmov Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia a Proteus-Morganella-
Providencia. Pomocou dalSich testov je nutné potvrdit, ze izolaty ziskané na tejto péde tvoria
karbapenemazu.

PRINCIP A VYSVETLENIE METODY

Rezistencia voc&i karbapenémom u gramnegativnych baktérii je narastajucim problémom pri
nozokomialnych infekciach. Rezistencia méze mat rézne dovody, ale naj¢astejSim vo svete je
Sirenie baktérii tvoriacich karbapenemazy, ktoré su schopné hydrolyzovat okrem karbapenémov
aj iné betalaktAmové antibiotika. Gény kddujuce karbapenemazy sa vacsinou nachadzaju na
plazmidoch, ktoré sa mézu prenasat dokonca aj na iné druhy. Diagnosticky postup je komplexny
a preto je dolezité skratit a zjednodusit’ detekciu tychto baktérii rezistentnych voci
karbapenémom.!-3

Péda BBL CHROMagar CPE je zalozena na p6de BBL CHROMagar Orientation, ktoru
pévodne vyvinul A. Rambach z firmy CHROMagar z Pariza vo Francuzsku. Spolo¢nost BD na
zaklade licencie optimalizovala zlozZenie tejto pédy s vyuzitim vlastnych poznatkov z vyroby
pripravenej pody v Petriho miskach BBL CHROMagar Orientation. Ziviny v péde BBL
CHROMagar Orientation poskytuju Specialne vybrané peptony. Chromogénova zmes sa sklada
z umelych substratov (chromogénov), ktoré pri rozklade pomocou $pecifickych mikrobialnych
enzymov uvolfiuju rdzne sfarbené zluceniny, ¢o umoznuje priamu diferenciaciu urcitych druhov
alebo detekciu urcitych skupin organizmov s pouzitim minimalneho mnozstva potvrdzujucich
testov. Chromogénna p6da, ktora je sucastou produktu BBL CHROMagar CPE, umoziiuje
prostrednictvom tvorby réznych farieb jednoduchu detekciu zmieSanych kultur gramnegativnych
baktérii a identifikaciu baktérie E. coli (ruzova az svetlofialova) bez dalSich potvrdzujucich testov
a detekciu skupin Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia (modré az modrozelené)

a Proteus-Morganella-Providencia (bezfarebné az hnedé a hnedé az svetlomodré koldnie
obklopené hnedymi kruhmi) a inych gramnegativnych druhov (objavujacich sa v prirodzenom
sfarbeni).

Okrem toho obsahuje péda BBL CHROMagar CPE karbapeném vo vhodnej koncentracii na
detekciu rezistencie, ako aj dalSie selektivne €inidla na inhibiciu sprievodnej fléry pritomnej vo
vzorke. Gramnegativne baktérie, napriklad z ¢elade Enterobacteriaceae a nefermentujuce
baktérie budl na péde vykazovat rast, ak su rezistentné na pritomné antimikrobialne latky.

Konven¢na fenotypova detekcia patogénov tvoriacich karbapenemazy vyZzaduje izolaciu kmena
v Cistej kulture na neselektivnej pdde nasledovanu niekolkymi testami citlivosti, aby sa stanovil
typ rezistencie. To je €asovo naro¢né a drahé.

Pri pouziti p6dy BBL CHROMagar CPE sa vzorka rozotrie na pédu. Po inkubé&cii cez noc (18 -
24 hodin) je rast izolatu na pdde vysoko presvedCivym dokazom o pritomnosti baktérii z efade
Enterobacteriaceae. Vysledok je nutné potvrdit testami citlivosti, molekularnymi alebo
fenotypizaénymi metédami.

Pouzitim tohto produktu sa v porovnani s neselektivnou izolaciou nasledovanou testovanim
citlivosti znizuje pracovna zataz a skracuje ¢as detekcie CPE.
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ZLOZENIE
BBL CHROMagar CPE
ZloZenie* na jeden liter purifikovanej vody

Chromopeptén 16,1g
Chromogénova zmes 1,3
Selektivne Cinidla 0,23
Agar 15,0
pH 6,8 £ 0,2

*Upravené a/alebo doplnené podla potreby tak, aby boli spinené kritéria ucinnosti.

UPOZORNENIA

Len na profesionalne pouZitie. ®

Misky nepouzivajte, ak su na nich viditefné znamky mikrobialnej kontaminacie, zmeny farby,
vysusenia, prasknutia alebo iné znamky poSkodenia.

Informécie o aseptickych postupoch pri manipulacii, biologickych rizikach a likvidacii pouzitého
produktu najdete v dokumente VSEOBECNE POKYNY NA POUZIVANIE.

USKLADNENIE A ZIVOTNOST

Dodané misky s pédou skladujte na tmavom mieste pri teplote 2 az 8 °C v pévodnom obale.
Z obalu ich vyberte az bezprostredne pred pouZitim. Nezmrazujte ani nevystavujte nadmernej
teplote. PGda v miskach sa méze oCkovat az do datumu pouzitelnosti (uvedeného na obale)
a inkubovat’ podla odporucania.

Misky z otvorenych baleni po 10 kusov sa mézu pouzivat jeden tyzden, ak su uskladnené na
Cistom a tmavom mieste pri teplote 2 az 8 °C. Pred inkub&ciou a po€as nej minimalizujte
vystavenie svetlu — mohlo by zni¢it' chromogény.

KONTROLA KVALITY POUZIVATELOM

Reprezentativne vzorky naockujte nasledujucimi kmefimi na péde (podrobnosti najdete

v Castiach Typy vzoriek a Postup testu). Misky inkubujte podla moznosti aerébne v obratenej
polohe pri 35 az 37 °C pocas 18 — 24 hodin.

Kmene Vysledky rastu

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 Rast stredny az vyborny, modré az

(tvori KPC) modrozelené kolbnie

Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 Rast stredny az vyborny, modré az

(tvori NDM-1) modrozelené kolbnie

Escherichia coli NCTC 13476 Rast stredny az vyborny, ruzové az

(tvori IMP) svetlofialové kolonie

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Uplna inhibicia

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Uplné inhibicia

Staphylococcus aureus ATCC 25923 UplIna inhibicia

Candida albicans ATCC 60193 Uplna inhibicia

Nenaockované Bezfarebné az velmi svetlej jantarovej farby,
priechladné (mdzZe obsahovat’ az stredné
mnozstvo malych astic)

POSTUP
Dodavany material
BBL CHROMagar CPE (90-mm dvojité misky typu Stacker). Mikrobiologicky riadené.

Potrebny material, nedodéavany
Pomocna kultivacna pdda, Cinidla a laboratorne vybavenie.
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Typy vzoriek

Tento produkt sa pouziva najma na detekciu kolonizacie kmenmi tvoriacimi karbapenemazu ako
pomoc pri prevencii a kontrole infekcii CPE v zdravotnickych zariadeniach, hlavne na
jednotkach intenzivnej starostlivosti. Primarne sa pouziva s vytermi z konecnika a perinea, ale
mozno ho pouZit aj so vzorkami z inych Casti tela, u ktorych je podozrenie na obsah baktérii

z Eelade Enterobacteriaceae tvoriacich karbapenemazu. Odporu¢ame pouZit’ prepravné
zariadenia schvalené na odber mikrobiologickych klinickych vzoriek. Postupujte podla
odporucanych postupov vyrobcu prepravného zariadenia.* ®

Produkt mozno pouZit aj na subkultivaciu potencialnych kmerov CPE z inej p6dy. Priame
oc¢kovanie koléniami sa neodporuca. Aby sa prediSlo nadmernému naockovaniu, koldnie by sa
najprv mali suspendovat vo fyziologickom roztoku (pozrite si €ast Postup testu) a na kazdu
pddu by sa mala rozotriet jedna cela kluéka.

Postup testu

BBL CHROMagar CPE sa musi naockovat priamo z tampdnu bez obohacovania alebo

z izolovanej kolonie suspendovanej vo fyziologickom roztoku tak, aby miera zakalu bola priblizne
0,5 McFarlanda. Priame oCkovanie z izolovanych kolénii sa neodporuca, pretoZe velké
mnozstvo oCkovacej latky mdze zriedkavo spdsobit’ faloSné pozitivne vysledky.

Pomocou tampénu alebo kfu¢ky nao¢kujte vzorku na pédu BBL CHROMagar CPE a pomocou
klu€ky rozotrite kvdli izolacii. Na ziskanie izolovanych kolonii s typickym vzhladom sa musi
prisne dodrziavat nasledujuci postup o¢kovania. Nedostato¢né oCkovanie alebo naockovanie
na cely povrch pbdy len pomocou tampénov (bez pouzitia kflu€iek na izolaéné rozotretie) méze
viest’ k nespravnym vysledkom alebo neditatelnosti misky. Na jednu misku neockujte viac nez
jednu vzorku.

Postup o¢kovania a inkubacie:

1. Poklepte tampdnom so vzorkou po malej ploche pddy BBL CHROMagar CPE:
Nenaockujte nadmerné mnozstvo vzorky! Vytiahnite tampon z pédy a vratte ho do
skimavky so vzorkou.

2. Pomocou klu€iek dokoncite rozotieranie na miske. Rozotrite vzorky kvéli izolacii! Najprv
rozotrite vzorku v oblasti prvej Ciary a potom v druhej a tretej oblasti pody.

3. Inkubujte aerébne, podla moznosti v obratenej polohe (pddou nahor) pri 35 az 37 °C
pocas 18 — 24 hodin. Neinkubuite dlhSie a neinkubuijte v prostredi obohatenom o oxid
uhlicity.

Pocas inkubacie nevystavujte svetlu — méze zniéit' chromogény. Po tom, ako
kolénie nadobudnu sfarbenie, ich uz mézete vystavit svetlu.

4. Odcitajte misky podla opisu v Casti Vysledky a interpretacia.

V zavislosti od typu a U€elu vzorky sa musi naockovat aj dalSia pdda v zaujme Uplnej detekcie
vSetkych pritomnych patogénov. Medzi také patri minimalne neselektivny krvny agar.

Vysledky a interpretacia

Po inkubacii sa objavi rast vo vzorkach obsahujucich izolaty rezistentné vodi inhibitorom
pritomnym v péde. Na miskach by sa mali ukazat izolované koldnie v oblastiach, kde bola
oCkovacia latka vhodne zriedena. Na potvrdenie pritomnosti izolatov tvoriacich CPE sa musia
vykonat vhodné testy citlivosti alebo sa musia pouzit molekularne alebo fenotypizané metédy.
Nepritomnost rastu na péde znamena, Ze vzorka neobsahuje kmene rezistentné voci
antimikrobialnym latkam pritomnym v p6de.

Maijte na pamati, ze zmena farby pody bez viditefnych kolonii (ktora méze nastat’ pri nadmernom
naoCkovani pédy vzorkami stolice alebo vzorkami s prili§ velkym mnozZstvom baktérii) sa
povaZzuje za negativny vysledok (pozri aj ¢ast Obmedzenia postupu).
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Diferenciacia a/alebo identifikacia izolatov podla farby a vzhladu kolénie

Ruzové az svetlofialové kolonie: Escherichia coli. Mozno vykonat volitelny test na tvorbu
indolu pomocou BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers (kvapkadiel s indolovym
¢inidlom BD BBL DMACA) (kat. €. 261187) na filtraCnom papieri na potvrdenie baktérie
E. coli (pozitivne na indol). Nenanasaijte indolové Cinidlo na povrch pbdy!

Poznamka: niektoré kmene Citrobacter freundii tvoria na péde BBL CHROMagar CPE
fialové az orgovanove koldnie. Pri tychto kmenoch sa odporu€a biochemicka identifikacia.

Modré az modrozelené koloénie, ktoré mézu ale nemusia byt obklopené ruZovou az
svetlofialovou oblastou: Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter alebo iné. Na
identifikaciu su nutné dalSie testy. Podrobnosti najdete v pokynoch na pouzivanie pédy
BBL CHROMagar Orientation (pozrite si stranku
http://www.bd.com/europe/requlatory/documents.asp#IFU).

Bezfarebné az hnedé a hnedé az svetlomodré koldnie s hnedastymi kruhmi
zasahujucimi do p6dy: kmene Proteus, Morganella, Providencia. Na uplInua identifik&ciu su
nutné dalSie testy. Podrobnosti najdete v pokynoch na pouzivanie p6dy BBL CHROMagar
Orientation (pozrite si stranku http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#lFU).
Baktéria Pseudomonas aeruginosa moze zriedkavo vytvarat rozptyleny hnedy pigment, ktory
sa podobd baktérii Proteus. Na diferenciaciu mozno vykonat oxidazovy test (pozri dalej).

Bezfarebné kolonie: vykonajte oxidazovy test. Ak je test pozitivny a citite typicki ovocnu
vonu a/alebo pozorujete zelenkavl, modrastu alebo hnedastu pigmentaciu (v dosledku
vlastného pigmentu organizmu) - Pseudomonas aeruginosa. Na tento test sa odporuca
pouzit BD Oxidase Reagent Droppers (kvapkadla s oxidazovym ¢inidlom BD) (kat.

€. 261181). Vykonajte oxidazovy test na filtracnom papieri podla opisu v pokynoch na
pouzivanie tohto testu, ale nie na koldniach na miske. Odporuca sa potvrdenie dalSimi
testami.

Na stanovenie presného modelu rezistencie by sa vSetky izolaty P. aeruginosa z tejto pody
mali otestovat na citlivost’ schvalenymi metdédami. Ak je oxidazovy test negativny alebo
nejednoznacny, vykonajte Uplnu biochemicku identifikaciu. Bezfarebné koldnie negativne
v oxidazovom teste mdzu obsahovat nefermentujuce baktérie, napriklad Acinetobacter, alebo
baktérie z Celade Enterobacteriaceae, ktoré nemetabolizuju Ziadny z pritomnych
chromogénov, napriklad Salmonella.

Zmiesané kultury na miske BBL CHROMagar CPE: zvy&ajne sa daju lahko rozpoznat

a navzajom odlisit’ podfla rézneho sfarbenia koldnii. ZmieSana kultura baktérii Klebsiella

a E. coli bude napriklad vytvarat modré kolonie (Klebsiella) a ruzové az svetlofialové koldnie
(E. coli).

Identifikujte pritomnost réznych typov a farieb kolonii na miske.

Ak na miske vidite viac nez dva r6zne typy alebo farby kolénii, odporuc¢a sa vykonat
subkultivaciu na péde BBL CHROMagar CPE.

VLASTNOSTI A OBMEDZENIA POSTUPU

Péda BBL CHROMagar CPE je selektivna chromogénna skriningova pdda na priamu
identifik&ciu a diferenciciu baktérii z efade Enterobacteriaceae tvoriacich karbapenemazy.
Pb&da umozniuje priamu biochemicku identifikaciu rezistentnej baktérie E. coli a diferenciaciu
dalSich baktérii z Cefade Enterobacteriaceae podla farby kolonie. Grampozitivhe baktérie

a kvasinky su zvycajne inhibované.®

Pomocou dalSich testov je nutné potvrdit, Ze izolaty ziskané na tejto pdde tvoria
karbapenemazu.
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Externé hodnotenie U¢innosti

V externom hodnoteni ucinnosti sa 227 klinickych vzoriek (174 vyterov z konecnika a 6 vyterov
Z perinea, 10 vyterov z Ustnej dutiny/hrdla, 9 vyterov z nosa a 28 réznych vzoriek) testovalo na
tejto pdde rozotretim tampénov z pédy na prepravu vzorky priamo na p6du. Z tychto

227 vzoriek bol vysledok lokalneho testu (fenotypizacné a molekularne met6dy) na CPE
pozitivny u 21 a negativny u 206. Na p6de BBL CHROMagar CPE sa zistila citlivost 100 %

a Specifickost’ 94 %.’

Interné hodnotenie ucinnosti

V internej validacii preslo testovanim 274 dobre charakterizovanych kmenov z réznych
geografickych oblasti. Zahffali 183 kmerniov CPE (vratane Amblerovej triedy A: 57 KPC, 2 SME;
Amblerova trieda B: 39 NDM, 14 VIM, 11 IMP; Amblerova trieda D: 53 OXA-48, 1 OXA-162,

2 OXA-163, 4 OXA-181) a 91 non-CPE kmene (69 ESBL, deficiencie 2 porinu, 12 AmpC, 1 OXY-1,
7 divy typ). Na pode BBL CHROMagar CPE sa zistila celkova citlivost 94,5 % a Specificita
92,3 %. Individualne citlivosti karbapenemaz Amblerovej triedy A, B a D boli 96,6, 90,6, resp.
96,7 %. Pdda spravne detegovala vSetky baktérie tvoriace OXA-48 (Amblerova trieda D).8

Detekény limit (Limit of Detection, LOD)

Pb6da BBL CHROMagar CPE sa hodnotila s cielom stanovit detekny limit (LOD) kmenov
tvoriacich karbapenemazu. Styri testované kmene (K. pneumoniae NCTC 13438, K.
pneumoniae NCTC 13443, E. coli NCTC 13476 a E. coli ENF 18034) sa hodnotili z hladiska
mnozenia na p6de BBL CHROMagar CPE. Na stanovenie koncentracie organizmov
vyjadrenej v jednotkach CFU (Colony Forming Units = jednotky tvorby kolénie) sa pri vSetkych
riedeniach pouzila neselektivha pdda Columbia Agar s 5 % ovcej krvi. Detek&ny limit (LOD) pre
pédu BBL CHROMagar CPE bol v rozpéati 16 — 31 CFU/mL (priemerne 23,5 CFU/mL) po

24 hodinach inkubacie.®

Detekcia rezistentnosti
Na péde BBL CHROMagar CPE sa zistili kmene s nasledujucimi typmi rezistencie®:

Tabulka 1: Testované kmene a typy rezistencie zistené na p6de BD BBL CHROMagar CPE.

Kmen Trieda Karbapenemaza
karbapenemaz
(Amblerova trieda)
Acinetobacter baumanii Trieda B NDM-1, NDM-2
VIM
IMP-1
SIM-1
Trieda D OXA-23, OXA-24, OXA-40, OXA-51, OXA-58,
OXA-64, OXA-72, OXA-91, OXA-97, OXA-143
Acinetobacter sp. Trieda B VIM-4
Acinetobacter junii Trieda B IMP-1
Citrobacter freundii Trieda A KPC-2, KPC-3
Trieda B NDM-4
IMP-4
Trieda D OXA-48, OXA-181
Citrobacter koseri Trieda D OXA-48
Klebsiella pneumoniae Trieda A KPC, KPC-1, KPC-2, KPC-3
Trieda B NDM, NDM-1
VIM, VIM-1, VIM-4, VIM-19
IMP-1, IMP-4, IMP-8
Trieda D OXA-48, OXA-162, OXA-163,
OXA-181
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Klebsiella oxytoca Trieda A KPC-2, KPC-3
Trieda B VIM, VIM-4
Escherichia coli Trieda A KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4, KPC-5
Trieda B NDM, NDM-1, NDM-4
VIM, VIM-4, VIM-19
IMP, IMP-1, IMP-8
Trieda D OXA-48
Enterobacter asburiae Trieda A IMI-2
Enterobacter cloacae Trieda A KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4
Trieda B NDM, NDM-1, NDM-4
VIM-4
IMP-8
Trieda D OXA-48, OXA-163
Enterobacter sp. Trieda B NDM
Proteus mirabilis Trieda B NDM-1
Providencia rettgeri Trieda B NDM, NDM-1
Trieda D OXA-48, OXA-181
Providencia stuartii Trieda B NDM-1
Pseudomonas aeruginosa Trieda A KPC-2, KPC-5
Trieda B VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-13
IMP-7
Salmonella spp. Trieda B IMP-4
Serratia marcescens Trieda A KPC, KPC-2
SME-1, SME-2
Trieda B IMP-1
Trieda D OXA-48

Obmedzenia postupu
NepokusSajte sa na jednu misku ockovat viac nez jednu vzorku!

Kym biochemicka identifikacia druhu alebo skupiny (ha zaklade chromogénnych reakcii pody)
je definitivna, rezistencia sa musi potvrdit’ schvalenymi metédami.

Identifikacia modrych, modrozelenych a bezfarebnych izolatov na uroven druhu sa musi
vykonat’ pomocou biochemickych testov.

Niektoré grampozitivne baktérie mézu byt rezistentné voci inhibitorom a mézu na tejto pode
rast.

Mozu rast’ (v prirodzenej farbe) non-endobakterialne gram-negativne paliCky rezistentné na
karbapeném (tzn. Acinetobacter spp. a Pseudomonas spp.). Pri skriningu organizmov
rezistentnych vocCi karbapenémom na tejto pdde sa odporuca neignorovat izolaty

s bezfarebnymi koléniami. Na tychto izolatoch vykonajte oxidazovy test. Ak je tento test
negativny, vykonajte plnu biochemicku identifikaciu izolatu. DalSie informacie o postupoch
diferenciacie najdete v ¢asti POSTUP - Vysledky a interpretacia.

Hoci bol do pddy pridany inhibitor baktérii s tvorbou ampC, urcité percento tychto kmenov bude
rast. P6da BBL CHROMagar CPE preto slizi na skrining, a nie na definitivnu identifikaciu
baktérii tvoriacich karbapenemazu. Na ur€enie presného typu rezistencie izolatov su potrebné
Specifické testy citlivosti alebo molekularne metdody.
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KedZe izolacia kmeriov CPE zavisi od poltu organizmov pritomnych vo vzorke, spoflahlivost
vysledkov zavisi od spravneho odberu vzorky, manipulacie s fiou a jej uskladnenia (pozrite si
Cast POSTUP — Typy vzoriek).

Vysoké mnozstvo baktérii a/alebo niektoré vzorky mézu sposobit nespecifické sfarbenie
zékladnej ciary na péde. Na povrchu pody sa tym moéze vytvorit svetlofialové, fialové, zelené
alebo modré sfarbenie ci mierne zakalenie, ale hevytvoria sa zreteTné kolonie. To by sa malo
interpretovat ako negativny nalez.

Neinkubujte kratSie ako 18 hodin, pretoZe by to mohlo viest k tvorbe malych kolénii a/alebo
slabému sfarbeniu kolonii. Idealny inkubacny €as je 18 az 24 hodin. Inkubacia by nemala trvat
dlhsie ako 28 hodin. V pripade zmieSanych kultur méze mat dlhsia inkubacia za nasledok
splyvanie kolonii, ktoré moze byt tazké odlisit a vydistit.

Pred prvym pouzitim pédy BBL CHROMagar CPE sa odporuca nastudovat si typicky vzhlad
kolonii s pouZitim definovanych kmenov, napr. kmenov uvedenych v Casti KONTROLA
KVALITY POUZIVATELOM.
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