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BD BBL™ CHROMagar™ CPE

UCEL POUZITI

Médium BD BBL CHROMagar CPE je selektivni chromogenni screeningové médium uréené
pro detekci kmenu rodu Enterobacteriaceae produkujicich karbapenemazu (CPE). Lze pouzit
rektalni a perianalni stéry a mnohé jiné klinické vzorky (viz ¢ast Typy vzorkd). Médium
umoznuje identifikaci E. coli bez dalSich potvrzujicich testl a detekci skupin mikrobl Klebsiella-
Enterobacter-Citrobacter-Serratia a Proteus-Morganella-Providencia. |zolaty obsazené v tomto
médiu je nutné ovéfit jako producenty karbapenemazy dalSimi testy.

ZASADY A VYSVETLENi POSTUPU

Rezistence gram-negativnich bakterii ke karbapenemim predstavuje rostouci problém

u nozokomialnich infekci. Rezistence miize mit rizné divody, ale nejcastéji jde o celosvétové
rozSifeni bakterii produkujicich karbapenemazy, které jsou schopné hydrolyzovat nejen
karbapenemy, ale i jind betalaktamova antibiotika. Geny kddujici karbapenemazy jsou obvykle
obsazeny v plazmidech, které si bakterie mohou pfedavat i mezi rliznymi rody. Diagnosticky
postup je komplexni, a proto je dulezité zkratit a zjednodusit detekci téchto bakterii rezistentnich
ke karbapenemm.*?

Médium BBL CHROMagar CPE je zalozeno na médiu BBL CHROMagar Orientation
(Orientace BBL CHROMagar), které puavodné 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 postupll pouzivanych pfi vyrobé predpfipraveného 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 urcitymi mikrobialnimi enzymy zpusobi zabarveni
média, ¢imz zajiStuji pfimé rozliSeni nékterych druhli nebo detekci nékterych skupin mikrob

s nutnosti provést minimalni mnozstvi ovéfovacich testli. Chromogenni médium v agaru

BBL CHROMagar CPE umozriuje diky barevné reakci jednoduchou detekci smiSenych kultur
gram-negativnich bakterii, identifikaci E. coli (riZzova az svétle fialova) bez nutnosti dalSich
potvrzujicich testl a detekci skupin Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia (modrozelena
az zelend) a Proteus-Morganella-Providencia (bezbarva az svétle hnéda az namodralé kolonie
s hnédymi kruhy) a jinych druht (ve své pfirozené barvé).

Kromé toho obsahuje médium BBL CHROMagar CPE karbapenem v pfislusné koncentraci
umozniujici detekci rezistence. Spolu s dalSimi selektivnimi €inidly inhibuji fléru pfitomnou ve
vzorku. Enterobacteriaceae budou na médiu rust, pokud jsou rezistentni k obsazenym
antimikrobialnim CinidlGm.

Konvencni fenotypicka detekce patogent produkujicich karbapenemazy vyzaduje izolaci kmenu
v Cisté kultufe na neselektivnim médiu s naslednym opakovanym testovanim citlivosti k uréeni
typu rezistence. Tento postup je vSak ¢asoveé i financné narocny.

Vzorek se inokuluje na médium BBL CHROMagar CPE. Po inkubaci pfes noc (18 — 24 hodin)
Ize u izolatu na médiu jasné odedist pfitomnost zastupcl rodu Enterobacteriaceae a nékterych
dalSich gram-negativnich tycek s rezistenci ke karbapenemim. V pfipadé potfeby je nutné
doplnit testy citlivosti, molekularni metody nebo fenotypické metody.

Ve srovnani s postupem zahrnujicim neselektivni izolaci s naslednym testovanim citlivosti
shizuje tento produkt pracovni zatéz a urychluje detekci CPE.
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CINIDLA
BBL CHROMagar CPE
SloZeni* na jeden litr CiSténé vody

Chromopepton 16,1g
Smés chromogenl 1,3
Selektivni latky 0,23
Agar 15,0
pH 6,8 £ 0,2

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla spinéna kritéria u¢innosti.

BEZPECNOSTNi OPATRENI
Pouze k odbornému poutziti. @

Pokud misky vykazuji znamky mikrobialni kontaminace, zmény zabarveni, vysuseni, popraskani
nebo jiné znamky poskozeni, nepouzivejte je.

Pokyny pro aseptickou manipulaci, informace tykajici se biologického nebezpecli a pokyny

k likvidaci pouzitého produktu naleznete v dokumentu VSEOBECNY NAVOD K POUZITI.

SKLADOVANI A ZIVOTNOST

Po prevzeti az do doby tésné pied pouzitim skladujte misky v originalnim pouzdru, v temnu
a pri teploté 2 az 8 °C. Chrarite pfed mrazem a pfehratim. 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 ulozeny
v Cistém prostfedi pfi teploté 2 az 8 °C na tmavém misté. Pfed inkubaci a béhem inkubace
minimalizujte pusobeni svétla, nebot’ mize znic¢it chromogeny.

KONTROLA KVALITY UZIVATELEM

Inokulujte reprezentativni vzorky s nasledujicimi kmeny na médium (podrobné informace
naleznete v ¢asti Typy vzorku a Provedeni testu). Aerobné inkubujte misky pfi teploté 35 —
37 °C po dobu 18 — 24 hodin, idealné v obracené poloze.

Kmeny Vysledky rustu

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 Rust dobry az vyborny; modré az modrozelené

(producent KPC) kolonie

Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 Rust dobry az vyborny; modré az modrozelené

(producent NDM-1) kolonie

Escherichia coli NCTC 13476 Rust dobry az vynikajici, rGzové az svétle

(producent IMP) fialové kolonie

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Uplna inhibice

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Uplné inhibice

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Uplna inhibice

Candida albicans ATCC 60193 UplIna inhibice

Slepy vzorek Bez barvy az velmi svétle Zluté barvy (muze
obsahovat az stfedni mnozstvi malych &astic)

POSTUP
Dodany material
BBL CHROMagar CPE (90mm dvojité misky Stacker). Mikrobiologicky kontrolovano.

Potfebny material, ktery neni soucasti dodavky
Pomocné kultivaéni médium, Cinidla a laboratorni vybaveni.
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Typy vzorku

Tento produkt se pouziva hlavné k detekci kolonizace kmeny produkujicimi karbapeneméazu

v ramci prevence a kontroly infekci CPE v nemocni¢nim prostiedi, hlavné na jednotkach
intenzivni pé€e. Pouziva se primarné v kombinaci s rektalnimi a perianalnimi stéry, Ize jej pouzit
i s klinickymi vzorky z jinych €asti téla, u kterych existuje podezieni na pfitomnost kmenu
Enterobacteriaceae. K transportu je doporu¢eno pouZivat zafizeni schvalena pro odbér
mikrobiologickych klinickych vzorku. Dodrzujte postupy doporuc¢ené vyrobcem transportniho
zafizeni.*®

Produkt Ize také pouzit ke subkultivaci potencialnich kmend produkujicich CPE z jiného média.
Pfima inokulace s koloniemi se nedoporucuje. Nadmérné inokulaci zabranite suspenzi kolonii ve
fyziologickém roztoku (viz Provedeni testu) a nanesenim pIné klicky na kazdé médium.

Provedeni testu

BBL CHROMagar CPE 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 nhedoporucuje, protoZe vysoka hladina
inokula maze vést k fale$né pozitivnim vysledkam.

Inokulujte vzorek tampdénem nebo klickou na médium BBL CHROMagar CPE a rozetiete
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 tampdnem (bez pouZiti kli¢ek k izolaci) mize vést k nespravnym vysledkim nebo
znemoznit odeéteni misky. Na kazdou misku inokulujte pouze jeden vzorek.

Postup pfi inokulaci a inkubaci:

1. Poklepejte tampdnem se vzorkem na malou ¢ast média BBL CHROMagar CPE:
Vyhnéte se nadmérné inokulaci! Vyjméte tampdn z média a vratte jej do zkumavky se
vzorkem.

2. Pomoci klicek dokonCete natér na misku. Provedte natér k izolaci. Nejdfive zpracujte
oblast prvniho natéru a poté provedte natér druhé a tieti oblasti média.

3. Misky inkubujte aerobné pfi teploté 35 — 37 °C po dobu 18 — 24 hodin, idealné
v obracené poloze (stranou s médiem nahoru). Neprodluzuijte inkubaci ani neinkubuijte
v atmosféie obohacené oxidem uhliitym.

Béhem inkubace minimalizujte ptisobeni svétla, nebot’ mlize znicit chromogeny.
Po zbarveni kolonii jiz mUze k pusobeni svétla dojit.
4. P¥i vyhodnocovani misek postupuijte dle pokynl v ¢asti Vysledky a interpretace.

V zavislosti na typu a U€elu vzorku je nutné inokulovat take jiné médium, a zajistit tak Uplnou
detekci veskerych obsazenych patogend. Takové médium musi byt minimalné neselektivni
krevni agar.

Vysledky a interpretace

Po inkubaci narostou vzorky obsahujici izolaty rezistentni na inhibitory obsazené v médiu.

Na miskach by se mély objevit izolované kolonie v oblastech, kde bylo inokulum fadné zfedéno.
Je nutné doplnit pFislusné testy citlivosti, molekularni nebo fenotypické metody, a potvrdit tak
pFitomnost izolatl produkujicich CPE.

Nepfitomnost ristu na médiu znaci, ze vzorek neobsahuje kmeny rezistentni na antimikrobialni
latky obsaZzené v médiu.

Zmeéna barvy média bez viditelnych kolonii (mGze k tomu dojit pfi nadmérné inokulaci média
vzorky stolice nebo pfi pfilis vysokém mnozstvi bakterii) je povazovana za negativni vysledek
(viz ¢ast Omezeni postupu).
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Diferenciace a/nebo identifikace izolatu (izolatu) dle barvy a vzhledu kolonii

Razové a svétle fialové kolonie: Escherichia coli; Ize doplnit volitelny indolovy test pomoci
¢inidla 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: nékteré kmeny Citrobacter freundii tvofi na médiu BBL CHROMagar CPE fialové
az svétle fialové kolonie. U takovych kmen( doporucujeme biochemickou identifikaci.

Modré az modrozelené kolonie, které mohou byt obklopeny rizovou az bledé fialovou zénou
(ale nemusi): Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter nebo jiné. K identifikaci je nutné
doplnit dalsi testy. Podrobné informace naleznete v ndvodu k pouziti média BBL CHROMagar
Orientation (viz: http://www.bd.com/europe/requlatory/documents.asp#FU).

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

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

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

U vSech izolatl P. aeruginosa z tohoto média je také vhodné doplnit testovani citlivosti
prislusnymi 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 chromogend, jako je napf.
Salmonella.

Smisené kultury na misce BBL CHROMagar CPE: Ize je obvykle jednoduSe rozeznat
a odlisit na zakladé riznych barev kolonii. Napfiklad smichana kultura Klebsiella a E. coli
bude mit modré kolonie (Klebsiella) a rGzové az svétle fialové kolonie (E. coli).
Zkontrolujte misku, zda se na ni nenachazi kolonie riznych typa a barev.

Pokud se na misce nachazi vice nez 2 rtzné typy kolonii, doporucujeme provést
subkultivaci na médiu BBL CHROMagar CPE.

SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI A OMEZENI POSTUPU

Médium BBL CHROMagar CPE je selektivni chromogenni screeningové médium uréené

k pfimé identifikaci a diferenciaci kmenu rodu Enterobacteriaceae. Médium umozriuje pfimou
biochemickou identifikaci rezistentni E. coli a diferenciaci jinych druht Enterobacteriaceae na
zakladé barvy kolonie. Gram-pozitivni bakterie a kvasinky jsou obvykle inhibovany. ©
Produkci karbapenemazy u izolatl obsazenych v tomto médiu je nutné ovéfit dalSimi testy.

Externi hodnoceni uéinnosti

V externim hodnoceni uc€innosti bylo testovano 227 klinickych vzorkd (soubor zahrnuje

174 rektalnich vytér( a 6 perianalnich stérd, 10 oralnich/faryngealnich vytérl, 9 nazalnich
vytérl a 28 rliznych vzorkd) na médiu rozetfenim tamponu z transportniho média vzorku pfimo
na toto médium. Z téchto 227 vzorkl byl vysledek lokalniho testovani (fenotypické a molekularni
metody) pozitivni na CPE u 21 a 206 bylo negativnich. Médium BBL CHROMagar CPE ma dle
vysledku testt 100% sensitivitu a 94% specificitu.’
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Vnitini hodnoceni Uéinnosti

V interni validaci pro$lo testovanim 274 dobfe charakterizovanych kmen( z rdznych
geografickych oblasti. Zahrnovaly 183 CPE kmenu (véetné Amblerovy tfidy A: 57 KPC, 2 SME;
Amblerova tfida B: 39 NDM, 14 VIM, 11 IMP; Amblerova tfida D: 53 OXA-48, 1 OXA-162,

2 OXA-163, 4 OXA-181) a 91 non-CPE kmenu (69 ESBL, deficience 2 porinu, 12 AmpC, 1 OXY-1,
7 divoky kmen). Celkova hodnota citlivosti média BBL CHROMagar CPE tedy Cinila 94,5 %,
hodnota specificity pak 92,3 %. Individudlni citlivosti karbapenemaz Amblerovy tfidy A, B a D
byly 96,6 %, 90,6 %, resp. 96,7 %. Médium spravné detekovalo vdechny testované producenty
OXA-48 (Amblerova tfida D).

Limity detekce (Limit of Detection, LOD)

Médium BBL CHROMagar CPE proslo hodnocenim slouzicim ke stanoveni limitu detekce
(LOD) kmenu produkujicich karbapenemazu. U ¢&tyr testovanych kment (K. pneumoniae NCTC
13438, K. pneumoniae NCTC 13443, E. coli NCTC 13476 a E. coli ENF 18034) byl hodnocen
zachyt na médiu BBL CHROMagar CPE. Ke stanoveni koncentrace mikrobl vyjadiené

v jednotkach CFU (colony forming units) pro kazdé fedéni byly pouzity misky s neselektivnim
agarem Columbia s 5 % ov¢i krve. Hodnota LOD média BBL CHROMagar CPE dosahovala
rozmezi 16 — 31 CFU/mI po 24 hodinach inkubace (pramér 23,5 CFU/ml).8

Detekce rezistence
Na médiu BBL CHROMagar CPE byly detekovany kmeny s nasledujicimi typy rezistence®:

Tabulka 1: Testované kmeny a typy rezistence detekované pomoci média BD BBL CHROMagar
CPE.

Kmen Trida Karbapenemaza
karbapeneméazy (enzymy karbapenemazy)
(Amblerova [obsah R-laktamazy]
klasifikace)
Acinetobacter baumanii Tfida B NDM-1, NDM-2
VIM
IMP-1
SIM-1
Tfida D OXA-23, OXA-24, OXA-40, OXA-51, OXA-58,
OXA-64, OXA-72, OXA-91, OXA-97, OXA-143
Acinetobacter sp. Tfida B VIM-4
Acinetobacter junii Tfida B IMP-1
Citrobacter freundii Tfida A KPC-2, KPC-3
Trida B NDM-4
IMP-4
Trfida D OXA-48, OXA-181
Citrobacter koseri Tfida D OXA-48
Klebsiella pneumoniae Tfida A KPC, KPC-1, KPC-2, KPC-3
Trida B NDM, NDM-1
VIM, VIM-1, VIM-4, VIM-19
IMP-1, IMP-4, IMP-8
Tfida D OXA-48, OXA-162, OXA-163,
OXA-181
Klebsiella oxytoca Tfida A KPC-2, KPC-3
VIM, VIM-4
Tfida B
Escherichia coli Tfida A KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4, KPC-5
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Tfida B NDM, NDM-1, NDM-4
VIM, VIM-4, VIM-19
IMP, IMP-1, IMP-8

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

Omezeni postupu
Na kazdou misku inokulujte pouze jeden vzorek!

| kdyZ je biochemicka identifikace na uroven druhu nebo skupiny (na zakladé chromogenni
reakce na médium) konecna, rezistenci je nutné potvrdit schvalenymi metodami.

Identifikaci modrych, modrozelenych a bezbarvych izolatd na droven druhu je nutné provést
pomoci biochemickych testa.

Urcité gram-pozitivni bakterie mohou byt rezistentni na inhibitory a mohou na médiu rust.

| kdyZ byl do médii pfidan inhibitor producentd ampC, urcita ¢ast takovych kmenl bude
vykazovat rast. Z tohoto duvodu je médium BBL CHROMagar CPE povazovano za
screeningovy néastroj. Neni uréen ke koneéné identifikaci producentl karbapenemazy.
K uréeni pfesného typu rezistence exprimované izolaty je nutné doplnit specifické testy
citlivosti nebo molekularni

Non-enterobakterialni gram-negativni ty¢ky rezistentni vi¢i karbapenemu (tzn. Acinetobacter
spp. a Pseudomonas spp.) mohou rast (ve své pfirozené barvé). Nedoporucuje se opomijet
izolaty s bezbarvymi koloniemi pfi screeningu organismu rezistentnich ke karbapenemum na
tomto médiu. U téchto izolatl doplrite oxidazovy test. Pokud je tento test negativni, provedte
kompletni biochemickou identifikaci izolatu. DalSi informace o postupu diferenciace naleznete
v ¢asti POSTUP - Vysledky a interpretace.

Vzhledem k tomu, Ze je izolace kmen( CPE nezavisla na poc¢tu mikrobl pfitomnych ve vzorku,
spolehlivost vysledku zavisi na spravném odbéru, manipulaci a skladovani vzorku (viz ¢ast
POSTUP - Typy vzorki).
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Velka davka bakterii a/nebo n&které vzorky mohou vytvozit nespecifické zbarveni primarni
oblasti rozetreni na médiu. Tak mtze dojit k tomu, ze se na médiu vytvori svétle fialové,
fialové, zelené nebo modré zbarveni nebo lehky zakal na povrchu média, ale nedojde

k vytvoreni jednotlivych kolonii. Nalez je treba identifikovat jako negativni.

Neinkubujte méné nez 18 hodin, kolonie by mohly byt malé a/nebo slabé zbarvené. Idealni doba
inkubace je 18 az 24 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.

Pfed prvnim pouZzitim média BBL CHROMagar CPE doporu€ujeme, abyste si pomoci
definovanych kmend, napfiklad pomoci kment zminénych v ¢asti KONTROLA KVALITY
UZIVATELEM, vyzkousSeli, jak vypada typicka kolonie.
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CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
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