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BD BBL™ CHROMagar™ CPE

AVSEDD ANVANDNING

BD BBL CHROMagar CPE é&r ett selektivt kromogent screeningmedium for detektion
karbapenemasproducerande Enterobacteriaceae (CPE). Lampliga provtyper innefattar rektala
och perianala pinnprover och en rad andra kliniska prover (se Provtyper). Mediet mojliggor
aven identifiering av E. coli utan ytterligare bekraftande tester och detektion av
organismgrupperna Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia och Proteus-Morganella-
Providencia. Isolat som erhalls med detta medium maste bekraftas som
karbapenemasproducerande genom ytterligare test.

FORKLARING OCH PRINCIPER FOR METODEN

Karbapenemresistens hos gramnegativa bakterier ar ett vaxande problem bland nosokomiala
infektioner. Resistensen kan ha olika orsaker, men den vanligaste ar den globala spridningen av
bakterier som producerar karbapenemaser som har formaga att hydrolysera inte bara
karbapenemer, utan ocksa andra beta-laktamantibiotika. Gener som kodar for karbapenemaser
sitter ofta pa plasmider som ocksa kan 6verforas till andra arter. Det diagnostiska forfarandet ar
komplicerat, och det &r darfor viktigt att korta ned och forenkla detektionen av dessa
karbapenemresistenta bakterier.

BBL CHROMagar CPE bygger pa BBL CHROMagar Orientation (BBL CHROMagar-orientering)
som ursprungligen utvecklades av A. Rambach, CHROMagar i Paris , Frankrike. BD har, under
licensavtal, utvecklat denna formulering genom dra nytta av immateriell egendom som anvands
vid tillverkningen av BBL CHROMagar Orientation preparerat plattmedium. Speciellt utvalda
peptoner utgér naringskalla i BBL CHROMagar Orientation Medium (mediet).
Kromogenblandningen bestar av atrtificiella substrat (kromogener) som friséatter olikfargade
féreningar nar de bryts ned av specifika mikrobiella enzymer. Detta mojliggor direkt
differentiering av vissa species, eller pavisning av vissa organismgrupper, med minimalt behov
av bekraftande tester. Det kromogena mediet i BBL CHROMagar CPE goér det maojligt genom
utveckling av olika farger att enkelt detektera blandkulturer av gramnegativa bakterier och
identifiera E. coli (rosa till ljuslila) utan ytterligare bekraftande test och att detektera Klebsiella-
Enterobacter-Citrobacter-Serratia (blaa till blagrona) och Proteus-Morganella-Providencia
(farglosa till bruna och bruna till ljusblaa kolonier omgivna av bruna halos) och andra genera
(som upptréader i sin naturliga farg).

Dessutom innehaller BBL CHROMagar CPE ett karbapenem i en koncentration som mojliggor
detektion av resistens tillsammans med andra selektiva agens som hammar den atféljande flora
som forekommer i provet. Gramnegativa bakterier som Enterobacteriaceae och vissa icke-
fermenterare ger vaxt pa mediet om de &r resistenta mot de antimikrobiella agens som

ingar i mediet.

For detektion av karbapenemasproducerande patogener genom konventionell fenotypning kravs
isolering av stammen i ren kultur pa icke-selektivt medium foljt av flera resistensbestamningar
for att faststalla typen av resistens, vilket ar bade tidskravande och kostsamt.

Med BBL CHROMagar CPE stryks provet ut pa mediet. Efter inkubering 6ver natten

(18 — 24 timmar) pavisar eventuell vaxt av isolat pa mediet hogst konklusiv forekomst av
Enterobacteriaceae. Resultatet maste bekréaftas med resistensbestamning, molekylara metoder
eller fenotypning.

Anvandning av den har produkten minskar arbetsbelastningen och paskyndar detektionen av
CPE, jamfort med icke-selektiv isolering foljt av resistensbestamning.
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REAGENSER
BBL CHROMagar CPE
Sammansattning* per liter agua purif.

Kromopepton 16,1 g
Kromogenblandning 1.3
Selektiva medel 0,23
Agar 15,0
pH 6,8 £0,2

*Justerad och/eller kompletterad efter behov for att uppfylla prestandakriterier.

FORSIKTIGHETSBEAKTANDEN
Endast for professionellt bruk. ®

Plattorna far inte anvandas om de visar tecken pa mikrobiell kontamination, missfargning,

uttorkning, sprickbildning eller andra brister.

Se dokumentet ALLMANNA INSTRUKTIONER FOR ANVANDNING for information om
aseptiska forfaranden vid hantering, biorisker och kassering av anvanda produkter.

FORVARING OCH HALLBARHET

Forvara plattorna morkt vid 2 till 8 °C i originalférpackningen fram till dess de ska anvandas.
Undvik 6verhettning och nedfrysning. Plattorna kan inokuleras fram till utgangsdatum (se
etiketten pa forpackningen) och inkuberas under rekommenderad inkuberingstid.

Plattor fran 6ppnade 10-plattsforpackningar kan anvandas i en vecka vid forvaring i ren och
maork miljo vid 2 — 8 °C. Eftersom ljus kan forstéra kromogenerna ska exponering for ljus

minimeras fore och under inkubering.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN
Inokulera representativa prover med foljande stammar pa mediet (se ytterligare information i
dokumentet Provtyper och Testforfarande). Inkubera plattorna, helst upp- och nedvanda,

aerobt vid 35 - 37 °C i 18 — 24 timmar.

Stammar

Vaxtresultat

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
(KPC-producent)

Mattlig till utmarkt vaxt, bla till blagrona
kolonier

Klebsiella pneumoniae NCTC 13443
(NDM-1-producent)

Mattlig till utmarkt vaxt, bla till blagrona
kolonier

Escherichia coli NCTC 13476
(IMP-producent)

Mattlig till utmarkt vaxt, rosa till ljuslila kolonier

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Fullstandig inhibering

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Fullstandig inhibering

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Fullstandig inhibering

Candida albicans ATCC 60193

Fullstandig inhibering

Oinokulerade

Farglos till mycket ljust brungul, transparent
(kan innehalla en mattlig mangd sma partiklar)

FORFARANDE
Tillhandahallet material

BBL CHROMagar CPE (90 mm Stacker-plattor). Mikrobiologiskt kontrollerade.

Material som krdvs men ej medfoljer

Extra odlingsmedium, reagenser och laboratorieutrustning.
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Provtyper

Denna produkt anvands huvudsakligen for detektion av kolonisering av
karbapenemasproducerande stammar for att bidra till forebyggande och kontroll av CPE-
infektioner i vardmiljder, i synnerhet pa intensivvardsavdelningar. Den anvands primart med
rektala och perianala pinnprover men kan anvandas med prover fran andra stallen pa kroppen
som misstanks innehalla karbapenemasproducerande Enterobacteriaceae. Anvandning av
transportbehallare som godkants fér insamling av mikrobiologiska, kliniska prover
rekommenderas. Folj de forfaringsséatt som rekommenderas av tillverkaren av
transportbehallaren.*®

Den kan aven anvandas for fortsatt odling av potentiella CPE-stammar fran annat medium.
Direkt inokulering med kolonier rekommenderas inte. Undvik dverinokulering genom att forst
suspendera kolonierna i koksaltlosning (se Testforfarande) och sedan stryka ut en mangd som
motsvarar en full 6gla pa varje medium.

Testforfarande

BBL CHROMagar CPE maste inokuleras direkt fran provpinnen, utan forberikning, eller fran en
isolerad koloni som suspenderats i koksaltldsning sa att den matchar en McFarland 0,5-standard
for grumlighet. Direkt inokulering fran isolerade kolonier rekommenderas inte eftersom den hoga
halten av inokulat i séllsynta fall kan ge falskt positiva resultat.

Inokulera provet med en provpinne eller 6gla pa BBL CHROMagar CPE-mediet, och stryk for
isolering med en Ogla. Foljande forfarande for inokulering maste foljas noggrant for att erhalla
isolerade kolonier med deras karakteristiska utseende. Otillracklig inokulering eller inokulering
av hela medieytan med endast provpinnar (utan att anvéanda dglor for isoleringsstryk) kan ge
felaktiga resultat eller géra plattan oavldsningsbar. Inokulera inte mer én ett prov per platta.

Forfarande for inokulering och inkubering:

1. Tryck provpinnen latt mot ett litet omrade pa BBL CHROMagar CPE-mediet:
Overinokulera inte! Avlagsna provpinnen fran mediet och sétt tillbaka den i provroret.

2. Anvand oglor och slutfor utstryket pa plattan. Stryk for isolering! Slutfor forst det forsta
utstryksomradet och stryk sedan mediets andra och tredje omrade.

3. Inkubera aerobt vid 35 — 37 °C i 18 till 24 timmar, helst upp- och nedvanda (med
mediesidan uppat). Inkubera inte langre tid &n vad som angetts och inkubera inte i en
koldioxidberikad miljo.

Eftersom ljus kan forstéra kromogenerna ska exponering for ljus minimeras under
inkuberingen. Nar koloniernas farger val har utvecklats har skett kan de utsattas for ljus.

4. Avlas plattorna enligt beskrivningen i Resultat och tolkning.

Beroende pa provets typ och syfte maste annat medium ocksa inokuleras sa att det blir mojligt
att detektera samtliga patogener i provet. Sadant medium ska inkludera minst en icke-selektiv
blodagarplatta.

Resultat och tolkning

Efter inkuberingen kommer prover som innehaller isolat som ar resistenta mot inhibitorer som
finns i mediet att vaxa. Plattorna ska uppvisa isolerade kolonier i de omraden dar inokulatet varit
korrekt spatt. Lamplig resistensbestamning, molekylara metoder eller fenotypning maste utforas
for att bekrafta féorekomsten av CPE-isolat.

Franvaro av vaxt pa mediet indikerar att provet inte innehaller stammar som ar resistenta mot de
antimikrobiella agens som ingar i mediet.

Observera att missfargning av mediet utan synliga kolonier (vilket kan intraffa om mediet har
Overinokulerats med avféringsprover eller 6verdrivet hdga bakteriehalter) anses som ett negativt
resultat (se &ven Procedurens begransningar).
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Differentiering och/eller identifiering av isolat utifran farg och utseende pa koloni

Ljusrosartill rosa (ljuslila) kolonier: Escherichia coli, ett valfritt indoltest med BD BBL
DMACA Indole Reagent Droppers (indolreagenspipetter) (kat. nr. 261187) kan utforas pa
filterpapper for att bekrafta E. coli (indolpositiv). Tillsatt inte indolreagensen till mediets ytal!
Obs! vissa stammar av Citrobacter freundii har visat sig producera violetta till lila kolonier pa
BBL CHROMagar CPE. Biokemisk identifiering rekommenderas for sddana stammar.

Bla till blagrona kolonier, som eventuellt omringas av ett rosa till ljuslila omrade: Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter eller annat. Ytterligare tester ar nédvandiga for
identifiering. FOr mer information, se instruktioner for anvandning av BBL CHROMagar
Orientation (orientering) (se: http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU).

Farglosa till bruna och brunatill ljusblda kolonier med brunaktiga halos som stracker
sig in i mediet: Proteus-, Morganella-, Providencia-stammar. Ytterligare tester ar nédvandiga
for fullstandig identifiering. FOor mer information, se instruktioner for anvandning av BBL
CHROMagar Orientation (se: http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU).

| sdllsynta fall kan Pseudomonas aeruginosa producera diffusivt brunt pigment, vilket
paminner om Proteus. For differentiering kan ett oxidastest utforas (se nedan).

Farglosa kolonier: Utfor ett oxidastest: om positivt och den typiska fruktiga doften och/eller
gronaktiga, blaaktiga eller brunaktiga pigmenteringen (som beror pa organismens eget
pigment) kan uppfattas - Pseudomonas aeruginosa. Det &r rekommenderat att anvanda
BD Oxidase Reagent Droppers (oxidasreagenspipetter) (kat. nr. 261181) for detta test.
Utfor oxidastestet pa filterpapper enligt beskrivningen i Allmanna instruktioner for anvandning
for testet, men inte pa kolonierna pa plattan. Bekréftelse genom ytterligare test rekommenderas.
For att faststalla deras exakta resistensmonster bor alla isolat av P. aeruginosa fran detta
medium resistensbestammas med godkanda metoder. Om oxidastestet ar negativt eller
tvetydigt, utfor fullstandig biokemisk identifiering. Féarglosa oxidasnegativa kolonier kan
innefatta icke-fermenterare som Acinetobacter eller Enterobacteriaceae som inte
metaboliserar nagra av de kromogener som ingar, till exempel Salmonella.

Blandkulturer pd BBL CHROMagar CPE-plattan: dessa kanns vanligtvis igen och kan
differentieras enkelt genom olika farger pa kolonierna. Exempelvis uppvisar en blandkultur av
Klebsiella och E. coli bla kolonier (Klebsiella) och rosa till ljuslila kolonier (E. coli).

Undersok visuellt om det férekommer olika typer av kolonier och farger pa plattan.

Fortsatt odling pa BBL CHROMagar CPE rekommenderas om fler an tva olika kolonityper
eller farger kan urskiljas pa plattan.

KLINISKA PRESTANDA OCH PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

BBL CHROMagar CPE ér ett selektivt kromogent screeningmedium for direkt identifiering och
differentiering av karbapenemasproducerande Enterobacteriaceae. Mediet mdojliggor direkt
biokemisk identifiering av resistent E. coli och differentiering av andra Enterobacteriaceae utifran
farg pa kolonin. Grampositiva bakterier och jast inhiberas vanligtvis.®

Isolat som erhalls med detta medium maste bekraftas for karbapenemasproduktion genom
ytterligare test.

Extern prestandautvardering

| en extern prestandautvardering testades 227 kliniska prover (varav 174 rektala och 6 perianala
pinnprover, 10 pinnprover frdn mun/svalg, 9 nasala pinnprover och 28 6vriga prover) pa mediet
genom att provpinnarna fran transportmediet stroks direkt pd mediet. Av dessa 227 prover
befanns 21 vara positiva for CPE och 206 var negativa faststéllts med den interna metoden
(fenotypning och molekylara metoder). PA BBL CHROMagar CPE faststalldes en sensitivitet
pa 100 % och en specificitet pa 94 %.”
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Intern prestandautvérdering

| en intern validering testades 274 valkarakteriserade stammar fran olika geografiska regioner.
Dessa innefattade 183 CPE-stammar (inklusive Ambler klass A: 57 KPC, 2 SME, Ambler klass
B: 39 NDM, 14 VIM, 11 IMP, Ambler klass D: 53 OXA-48, 1 OXA-162, 2 OXA-163, 4 OXA-181)
och 91 icke CPE-stammar (69 ESBL, 2 porinbristtillstdnd,12 AmpC, 1 OXY-1, 7 vild typ). BBL
CHROMagar CPE visade en 6vergripande sensitivitet pa 94,5 % och en specificitet pa 92,3 %.
De individuella sensitiviteterna for Ambler klass A-, B- och D-karbapenemaser var respektive
96,6 %, 90,6 % och 96,7 %. Mediet detekterade korrekt alla testade OXA-48-producenter
(Ambler klass D).8

Detektionsgranser (Limit of Detection, LOD)

BBL CHROMagar CPE utvarderades for bestamning av detektionsgransen (LOD) for
karbapenemasproducerande stammar. Fyra stammar (K. pneumoniae NCTC 13438,

K. pneumoniae NCTC 13443, E. coli NCTC 13476 och E. coli ENF 18034) utvarderades for
utbyte pa BBL CHROMagar CPE. Plattor med icke-selektiv Columbia-agar med 5 % farblod
anvandes for att bestimma organismkoncentrationen uttryckt i kolonibildande enheter (CFU)
for varje spadning. LOD for BBL CHROMagar CPE varierade fran 16-31 CFU/mL

(i genomsnitt 23,5 CFU/mL) efter 24 timmars inkubering.®

Detektion av resistens
Stammar av féljande resistenstyper har detekterats pA BBL CHROMagar CPES®:

Tabell 1. Testade stammar och resistenstyper som detekterades pd BD BBL CHROMagar CPE.

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

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

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

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

Procedurens begréansningar
Forsok inte att inokulera mer &n ett prov per platta!

Medan den biokemiska identifieringen pa species- eller gruppniva (baserat pa de kromogena
reaktionerna pa mediet) ar slutgiltig maste resistensen bekraftas med godkanda metoder.
Identifiering av bla, blagrona och farglosa isolat pa species-niva maste utféras med hjalp av
biokemiska tester.

Vissa grampositiva bakterier kan vara resistenta mot inhibitorerna och kan vaxa pa mediet.

Icke enterobakteriella karbapenemresistenta gramnegativa stavar (dvs. Acinetobacter spp. och
Pseudomonas spp.) kan véxa (upptrader i sin naturliga farg). Isolat med fargldsa kolonier bor
inte forbises vid screening av karbapenemresistenta organismer pa detta medium. Utfor ett
oxidastest pa dessa isolat. Om detta test ar negativt, utfér en fullstandig biokemisk identifiering
av isolatet. For ytterligare differentiering, se FORFARANDE - Resultat och tolkning.

Aven om en inhibitor for ampC-producenter har lagts till i medierna kommer en viss
procentandel av sadana stammar att vaxa. Darfor &r BBL CHROMagar CPE avsett att
anvandas for screening, och inte for slutgiltig identifiering av karbapenemasproducenter.
Specifika resistensbestamningar eller test med molekyldra metoder ar nédvéndiga for att
faststalla den exakta typen av resistens som uppvisas av isolaten.

Eftersom isoleringen av CPE-stammar beror av antalet organismer i provet beror resultatets
tillforlitlighet av korrekt insamling, hantering och férvaring av prover (se FORFARANDE -
Provtyper).

Hog bakteriekoncentration och/eller vissa prover kan producera icke-specifik fargning av
mediets primara utstryksomrade. Det kan medfsra att mediet uppvisar ljuslila, lila, gron eller bla
fargning eller ett l4tt dis pa mediets yta, men saknar tydliga kolonier. Detta bor tolkas som
negativt.
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Inkubera inte i mindre &n 18 timmar eftersom detta kan leda till sma kolonier och/eller svag
kolonifargning. Den optimala inkuberingstiden &r 18 till 24 timmar. Inkuberingen ska inte paga
langre an 28 timmar. Vid blandkulturer kan langre inkubering leda till att kolonier vaxer samman
vilket gor dem svara att kanna igen och renodla.

Innan BBL CHROMagar CPE anvands for forsta gangen rekommenderas att anvandaren évar
sig i att kanna igen de typiska koloniutseendena med hjalp av kanda stammatr, till exempel de
stammar som anges under KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN.
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FORPACKNINGAR/TILLGANGLIGHET

BD BBL CHROMagar CPE

Kat. nr. Beskrivning

257681 Fardig odlingsplatta, 20 st. per férpackning

YTTERLIGARE INFORMATION
Kontakta ndrmaste BD-representant for ytterligare information.

sl

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8-12

69126 Heidelberg/Tyskland

Telefon: +49-62 21-3050  Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
© 2019 BD. BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.

PA-257681.03 Sidan 7 av 7



