RDSCQ BioVendor

DIAGNOS Laboratorni medicina

Navod k pouziti

KPC/Metallo-B-Lactamase Confirm Kit (98006)
KPC/MBL and OXA-48 Confirm Kit (98015)

Urceno pouze pro diagnostické pouziti in Vitro.
Skupina produkta: Soupravy pro identifikaci beta-laktamazy
Vyrobce: ROSCO Diagnostica A/S, Taastrupgaardsvej 30, DK-2630 Taastrup, Denmark.

Ucdel pouziti

Tablety se pouzivaji pro in vitro identifikaci mechanismu antimikrobialni rezistence metodou tablety na
agaru/diskové difuze pro potvrzeni mechanismu, kterym mikroorganismus ziskal rezistenci ke
specifickym antimikrobidlnim latkdm. Souprava je urCena pro detekci karbapenemaz; KPC, MBL a
OXA-48 u Enterobacteriaceae.

Urceno pro profesionalni pouziti a pro persondl Skoleny pro praci s mikroorganismy a pro testovani
diskové difuize.

Princip testu

Ctyti kartuse s tabletami obsahujici 10 pg Meropenemu (difundovatelné mnoZstvi) samostatnd a
v kombinaci s inhibitory riznych B-laktamaz. Inhibitory jsou ptidany kvuli diferenciaci mezi izolaty s a
bez mechanismul rezistence (vysvétleni nize). Navic KPC/MBL a OXA-48 Kit (98015) také obsahuje
jednu kartus se 30 ug Temocilinu pro detekci OXA-48 nebo podobnych produkujicich izolatt.

Pokud mé organismus sniZenou citlivost ke karbapenemiim, miiZe to byt ze tfi pravdépodobnych divodi:

1. Organismus ma hyperprodukci AmpC. Diky pomalé hydrolyze karbapenemi enzymem AmpC, je
AmpC pravdépodobné spojen s jinym mechanismem rezistence, jako je efluxova pumpa, ztrata
porinu nebo jiné B-laktamazy. Enzym AmpC je inhibovan kloxacilinem. Cloxacilin se pouziva
K rozliseni mezi AmpC a KP, protoZze oba jsou inhibovany kyselinou boritou. Tento rozdil (>
5mm) v zénach mezi Meropenemem a Meropenem + Cloxacilinem indikuje aktivitu AmpC.

2. Organismus produkuje metalo-p-laktamazu, ktera ¢inné hydrolyzuje karbapenemy. MBL jsou
inhibovany kyselinou dipikolinovou a rozdil ve velikosti zény (> Smm) mezi Meropenemem a
Meropenem + DPA indikuje pfitomnost MBL. DPA nemé z4dnou (na rozdil od EDTA) vnitini
antimikrobidlni aktivitu a tim je vysledek s touto latkou snadnéji interpretovatelny.

3. Organismus produkuje enzym KPC. KPC enzymy jsou inhibovany kyselinou fenylboritou.
Nicméné kyselina fenylborita inhibuje také AmpC a z diivodu zvySeni specifi¢nosti soupravy, je
zahrnuta i kombinace s Cloxacilinem pro rozliSeni téchto dvou typt. TakZe rozdil v zénach (> 4
mm) u Meropenem + kyselina fenylborita, ale zadny rozdil (< 4 mm) u Meropenem + Cloxacilin
naznacuje pfitomnost enzymu KPC.

4. Enterobacteriaceae produkuji oxacilinazu (OXA-48 nebo podobnou). Negativni vysledky vSech
synergickych testl a zadna inhibi¢ni zoéna u Temocilinu 30 ug je u OXA-48 pravdépodobna.
Vedle toho, tyto izolaty jsou vysoce rezistentni na Piperacilin-tazobactam. Prosim, v§imnéte se:
pokud jak Meropenem, tak vSechny kombinace nemaji zZadnou inhibi¢ni zonu, test Temocilinu
neni validni a vysledek je neprikazny. Test Temocilinu je validni pouze pro Enterobacteriaceae.

Podrobny navod

ROSCO podrobny navod k pouziti pro detekci mechanismu rezistence by mél byt dostupny v kazdé
laboratofi pracujici s produktem ROSCO.

Posledni vydéani navodu k pouziti 1ze shlédnout a/nebo vytisknout z webové stranky firmy ROSCO
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www.rosco.dk. Rovnéz lze nalézt vice informaci v Uzivatelském
manualu.

Navod k pouziti a Uzivatelsky manual 1ze ziskat zdarma na vyzadani od vaseho distributora nebo od
ROSCO Diagnostica A/S: E-mail:  info@rosco.dk nebo Fax: +45 43 52 73 74

Obsah baleni

4 nebo 5 kartusi, vytvotfenych pro maximalni stabilitu, kazda obsahujici ptiblizné 50 tablet:
1. Meropenem 10 pug, kéd MRP10

2. Meropenem 10 pg + Kys. fenylborita (KPC a AmpC inhibitor), kod MRPBO

3. Meropenem 10 pg + Cloxacilin (AmpC inhibitor), kéd MRPCX

4. Meropenem 10 pg + Kys. dipikolinova (Metalo-p-Laktamaza inhibitor), kod MRPDP

5. Temocilin 30 ug (pouze u OXA-48 Confirm Kitu 98015)

Uchovavani / manipulace

Uchovavejte pii 2-8 °C v dodané krabici nebo neoteviené kartusi do data exspirace uvedeného na Stitku.
Nez sundate vi¢ko z kartuSe, nechejte ji pfi pokojové teploté¢ po dobu 30-60 minut. Jakmile je kartu
oteviend a zvlasté kdyz je dana do davkovace, je tieba ji nechat pii pokojové teploté maximalné 2 mésice.
Pokud je to nezbytné a kartus je oteviena vice jak 2 mésice, uchovavejte ji pii teploté 2-8 °C. VZzdy kartus
uzavirejte zelenym vickem a nikdy nevkladejte davkova¢ do chladnic¢ky. Pokud kartuSe uchovavame
Vv chladnicce, vzdy by mély byt pred vlastnim pouZzitim ptizpisobeny pokojové teploté.

Bezpe¢nostni opatieni

Pouze pro diagnostické pouziti vitro. Pti praci s potencialné biologicky nebezpecnym materialem je tieba
zachovavat bezpeCnostni opatfeni a aseptické zachazeni. Pro pouZiti pouze spravné Skolenym a
kvalifikovanym laboratornim persondlem. Pifed likvidaci vSechen biologicky nebezpeény odpad
sterilizujte. Nahlédnéte do Bezpecnostniho listu pro dany produkt.

Potrebny, ale nedodiavany material
Standardni mikrobiologické pomiicky, jako jsou klicky, kultivaéni média, inkubator, atd. a biochemické
reagencie.

Postup

S pouzitim Cerstvé, €isté kultury pfipravte suspenzi testovaného organismu odpovidajici 0,5 McFarlanda
S pouzitim sterilniho tamponu nebo Drigalskiho Spachtle rozetfete suspenzi rovnomérmné po celém
povrchu Mueller Hinton agaru pro testovani citlivosti.

S pouzitim davkovace na jednu kartu§ umistéte jednu od kazdé tablety na inokulovany povrch agaru tak,
aby byl mezi tabletami dostatecny prostor pro spravné namefeni inhibi¢nich zon. Uvédomte si, ze na
jedné misce lze provést vice nez jeden test Confirm Kit.

Inkubujte pti 35 £ 1 °C po dobu 18 £ 2 hodiny (pies noc)

Zmgéite a zaznamenejte prumer inhibi¢ni zony. Chybéjici zona kolem tablety odpovida 9 mm inhibi¢ni
zOngé.

Interpretace vysledki
Vysledky jsou interpretovany porovnanim inhibicnich zén kolem rtiznych tablet.

1. Porovnejte zénu inhibice u tablety Meropenemu 10 pg se zoénami inhibice kazdé tablety
Meropenem 10 pg + inhibitor. Pokud jsou vSechny zony navzajem V rozmezi 3 mm od sebe,
vysledek je, ze organismus nema KPC nebo MBL aktivitu.

2. Zmgéite inhibi¢ni zonu kolem Meropenem 10 pg (MRP10) a porovnejte se zdénou okolo
Meropenem 10 pg + Cloxacilin (MRPCX) a okolo Meropenem + Kys. fenylborita (MRPBO).
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Pokud je zona pro tabletu MRPCX > 5mm a zéna MRPBO >
4 mm nez zéna samotného 1éku, respektive, organismus projevuje pouze aktivitu AmpC. AmpC je

pravdépodobné hyperprodukovana a/nebo spojena se ztratou porinu a/nebo efluxovou pumpou.

3. Zm¢éite inhibi¢ni zoénu okolo Meropenem 10 pg (MRP10) a porovnejte se zonou okolo
Meropenem 10 pg + kyselina fenylborita (MRPBO) a Meropenem + Cloxacilin (MPRCX). Pokud
je zéna kombinované tablety MRPBO > 4 mm a MPRCX < 3 mm nez zéna samotného 1éku,
organismus projevuje pouze aktivitu KPC.

A/nebo
Zméite inhibi¢ni zoény okolo dvojkombinac¢nich diski MRPBO a MRPCX: pokud je zéna okolo
disku MRPBO >4 mm nez z6na okolo disku MRPCX, pak je izolat KPS pozitivni.

4. Zmg¢ite inhibi¢ni zénu okolo Meropenem 10 pg (MRP10) a porovnejte se zdénou okolo
Meropenem 10 ug + DPA (MRPDP). Pokud je zona okolo MRPDP > 5 mm v porovnani
s jednoduchym diskem, organismus je pozitivni na aktivitu metalo- B-laktamazy. Testujte pouze
izolaty rezistentni i Ceftazidimu. Izolaty citlivé na Ceftazidim mohou byt MBL fale$n¢ pozitivni.

5. Porovnejte zonu okolo Temocilinu 30 ug. Pokud inhibi¢ni zéna neni, pak je kmen ptedbézné
OXA-48 (nebo podobné) pozitivni. V 80% ptipadech je OXA-48 provazena CTX-M, ESBL.
Detekce je mozna pouzitim CAZ/Klavulanat nebo Meropenem + Tazobactam.

6. Je mozné, aby organismus byl pozitivni na vice neZ jeden mechanismus rezistence. TakZe pokud
je napiiklad hodnota v bod¢ 4) > Smm a v bod¢ 3) je >4 mm, pak je organismus pozitivni jak na
MBL, tak na KPC aktivitu, ackoliv v nékterych piipadech mize MBL maskovat KPC , takze ji
v piitomnosti MBL miize byt obtizné detekovat. Zadna z kombinaci mechanismi rezistence neni
nemozna a na jedné misce lze testovat vice nez jeden Confirm Kit.

7. Pro pomoc pii interpretaci pouzijte Tabulku 1.

Izolaty, které produkuji jak KPC, tak MBL na stejné izolaci byly popsany v Némecku a Recku.
Rosco Diagnostica vyvinula trojkombinaéni tabletu: Meropenem + fenylboritd kyselina +
dipikolinova kyselina, kterda umoZznuje identifikaci obou enzymil (porovnani inhibi¢nich z6n
Meropenem + DPA a Meropenem + fenylborita kyselina, respektive). Trojkombinace pro detekci
KPC+MBL(68912) je dostupna pro test na jednom izolatu (Tabulka 2).

Kontrola kvality

Ackoliv ROSCO Diagnostica A/S vyrabi zdaleka nejstabilnéj$i diftzni disky (tablety), je nezbytné
provadét pravidelnou kontrolu kvality. Ta by se méla délat nejméné na jednom mikroorganismu pro
ovéteni pozitivni reakce a nejméné na jednom organismu pro ovéfeni negativni reakce. Zony inhibice
ziskané s pouzitim kombinovanych tablet plus samotnych karbapenemovych tablet proti negativni
kontrole (tj. E. coli ATCC 25922), by mély byt v rozmezi 3 mm.
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Tabulka 1
Meropenem + | Meropenem + | Meropenem + Temocilin
kys. borita DPA Cloxacilin 30 ug
MRPBO MRPDP MRPCX
AmpC + ztrata | Meropenem ~4 mm
porinu I\/llglgilgo T a <3 mm > 5 mm > 12 mm
ESBL + ztrata | Meropenem
Porinu (a) 10 ug <3 mm <3 mm <3 mm > 12 mm
MRP10
Meropenem
KPC 10pg >4 mm <3 mm <3 mm rizné
MRP10
Meropenem +
Cloxacilin >4 mm - - -
(MRPCX)
Meropenem
MBL 10pg <4 mm > 5 mm <3 mm ruzné
MRP10
OXA-48 Meropenem Zadna
a podobné '\%g g%o <3 mm <3 mm <3 mm Inhibi¢ni zoéna
OXA-48 + |[Meropenem Zadna
ESBL 10 U% <3 mm <3 mm <3 mm Inhibi¢ni zona
(@) MRPI0 =

(a): synergie CAZ/Klavulanat

Zadna AmpC, KPC nebo MBL: Viechny zény v kombinacich jsou navzdjem v rozmezi 3 mm od sebe.
OXA-48 vykazuje negativni vysledky u KPC+MBL Confirm Kitu, ale je Temocilin rezistentni (zadna
zona okolo Temocilinu 30 ug).

Tabulka 2 Trojkombinace
MER+DPA+BO
Dvojity inhibitor
KPC MRPDP >4 mm
MBL MRPBO >4 mm
KPC + MBL MRPDP >4 mm a
MRPBO >4 mm

Literatura: www.rosco.dk
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