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Cel

W Narodowym Instytucie Lekéw (NIL), Zaktadzie Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej,
Krajowym Os$rodku Referencyjnym ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw przeprowadzono w
okresie luty - marzec 2018 oceng jakosci podlozy i kragzkdéw z antybiotykami do oznaczania
lekowrazliwosci oraz podlozy chromogennych do wykrywania mechanizméw opornosci KPC,
ESBL, VRE i MRSA oraz wykrywania szczepdw wytwarzajacych karbapenemazy, ktérych

producentem jest firma BioMaxima S.A.

Materialy
Ocena jakoSci podlozy i krazkéw z antybiotykami:
W badaniu zastosowano 20 réznych kragzkéw z antybiotykami w stgZeniach zalecanych przez
EUCAST produkcji BioMaxima. Badano krazki z jednej serii z nastepujgcymi antybiotykami:

e z grupy penicylin: penicylina benzylowa, amoksycylina — kwas klawulanowy, piperacylina —

tazobaktam, oksacylina

e z grupy cefalosporyn: cefotaksym, ceftazydym, cefoksytyna

e z grupy karbapenemoéw: imipenem, meropenem, ertapenem

e z grupy aminoglikozydéw: gentamycyna, amikacyna, tobramycyna

e z grupy fluorochinolonéw: ciprofloksacyna

e inne antybiotyki: erytromycyna, klindamycyna, tetracyklina, tigecyklina, linezolid,

trimetoprim — sulfametoksazol

Oznaczenia lekowrazliwosci z uzyciem krazkéw z antybiotykami produkcji BioMaxima wykonano
trzykrotnie, jednocze$nie na podtozach dostarczonych przez producenta firme BioMaxima (podioza
z jednej serii) oraz na podlozach uzywanych w czasie badania do biezacej diagnostyki
mikrobiologicznej w laboratorium KORLD w Zaktadzie Epidemiologii i Mikrobiologii Kliniczne;j.
Stosowano nastgpujace podtoza: Columbia agar z 5% krwia baranig (BD), Mueller-Hinton II Agar
(BD), Mueller Hinton Agar + 5% krwi konskiej 20 mg/L B-NAD (Oxoid), Mueller-Hinton II Agar
(BioMaxima), Mueller Hinton Agar + 5% krwi konskiej 20 mg/L B-NAD (BioMaxima).
Do badan uzyto nastgpujacych szczepéw kontrolnych z Amerykanskiej Kolekeji Kultur Typowych
(ATCC), rekomendowanych przez EUCAST: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas.
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 oraz Streptococcus pneumoniae

ATCC 49619.
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Ocena jakosci podlozy chromogennych:
W badaniu zastosowano podloza chromogenne z jednej serii do wykrywania mechanizméw
opornosci KPC, ESBL, VRE, MRSA oraz wykrywania szczepow wytwarzajacych karbapenemazy
produkcji firmy BioMaxima.
Badania wykonano z zastosowaniem puli szczepéw z kolekcji MIKROBANK, izolowanych z
zakazen, o znanym profilu lekowrazliwosci, dla ktérych wartogci minimalnych st¢zen hamujacych
(MIC) antybiotykéw oznaczono referencyjna metoda mikrorozcieficzers leku w podiozu pltynnym,
zgodnie z metodyka opisang w dokumencie CLSI. MO07-A9, 2012. Zastosowano nastepujace
szczepy:

1. S. qureus wrazliwe na meticyling MSSA (n=15)

2. S. aureus oporne na meticyline MRSA (n=15)

3. Enterococcus faecalis wrazliwe na glikopeptydy (n=3)

4. Enterococcus faecium wrazliwe na glikopeptydy (n=2)

5. E. faecalis oporne na glikopeptydy (n=3)

6. E. faecium oporne na glikopeptydy (n=12)

7. Enterococcus gallinarum o niskim poziomie opornosci na glikopeptydy (n=3)

8. Enterococcus raffinosus oporne na glikopeptydy (n=3)

9. E. coli wrazliwy na cefalosporyny III generacji i karbapenemy (n=4)

10. £. coli ESBL-dodatni (n=4)

11. E. coli OXA-48-dodatni (n=1)

12. Klebsiella pneumoniae wrazliwy na cefalosporyny III generaciji i karbapenemy (n=6)

13. K. pneumoniae ESBL-dodatni (n=9)

14. K. pneumoniae KPC-dodatni (n=10)

15. K. pneumoniae MBL-dodatni (n=7)

16. K. pneumoniae OXA-48-dodatni (n=4)

17. Enterobacter cloacae ESBL-dodatni (n=2)

18.Inne: E. cloacae MBL-dodatni (n=1), Citrobacter Jreundii MBL-dodatni (n=1), Klebsiella

oxytoca MBL-dodatni (n=1)

List¢ odezynnikéw produkeji BioMaxima uzytych do badan zawiera tabela nr 1.
Wszystkie uzyte w badaniu krazki z antybiotykami i podioza mikrobiologiczne posiadaty aktualna

datg waznosci.
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Tabela nr 1.
Lista odczynnikéw produkcji BioMaxima uzytych do badan.
— Odczynniki BioMaxima
Lot Data waznoS$ci

Mueller Hinton II Agar 456/01/S 18.07.2018
Mueller Hinton II Agar +5% KK + 20

NAD 3210/01/8 22.02.2018
CHROMagar mSuperCarba 444/01/8 13.03.2018
CHROMagar VRE 445/01/8 27.03.2018
CHROMagar ESBL 441/01/S 27.03.2018
CHROMagar KPC 442/01/8 27.03.2018
CHROMagar MRSA 457/01/8 28.03.2018
penicylina G 1 units 006/01/8 2020/01
oksacylina 1 033/01/8 2020/01
cefoksytyna 30 646/12/R 2019/12
amoksycylina/ k. klawulanowy 20/10 | 027/01/S 2019/06
piperacylina/ tazobaktam 30/6 550/10/R 2019/10
ceftazydym 10 452/08/R 2019/06
cefotaksym 30 664/12/R 2019/12
meropenem 10 026/01/S 2019/07
imipenem 10 671/12/R 2019/06
ertapenem 10 631/11/R 2018/12
amikacyna 30 590/11/R 2019/11
gentamycyna 10 669/12/R 2019/12
tobramycyna 10 688/12/R. 2019/12
ciprofloksacyna 5 010/01/S 2020/01
klindamycyna 2 654/12/R-1 2019/12
erytromycyna 15 653/12/R 2019/12
linezolid 10 031/01/8 2019/07
tigecyklina 15 680/12/R 2019/03
tetracyklina 30 516/09/R-1 2019/09
trimetoprim/ sulfametoksazol 25 610/11/R 2019/11

Metody

Szczepy zastosowane w badaniu ozywiano z zamrozenia w temperaturze - 70°C dwukrotnie
pasazujac na podiozu Columbia agar z 5% krwig baranig. Oznaczenia lekowrazliwosci wykonano z
zastosowaniem metodyki rekomendowanej przez EUCAST. Bakterie pochodzace z czystej 18-24
godz. hodowli na plytce agarowej z krwig zawieszano w 0,85% NaCl doprowadzajac do zmgtnienia
réwnego 0,5 w skali McFarlanda. Otrzymang zawiesing bakteryjna nanoszono na plytki z

odpowiednim podtozem agarowym. Na 1 plytke o srednicy 90 mm nakiadano peseta do 6 krazkow z
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antybiotykami. Nastepnie plytki inkubowano 18-20 godz. w warunkach tlenowych dla E. coli, P,
aeruginosa 1 S.aureus. oraz w atmosferze z dodatkiem 5% CO; dla S. prneumoniae. Odczytu
wielkosci stref zahamowania wzrostu dokonywano zgodnie z rekomendacjami EUCAST.

Podloza chromogenne ich zyznos$é¢ i wybidrezos¢ oceniano wysiewajgc szczepy bezposrednio z
zamrozenia w temperaturze - 70°C oraz z hodowli pierwszego pasazu na podlozu Columbia agar z

5% krwig barania. Ptytki inkubowano 18-20 godz. w warunkach tlenowych.

Wyniki

W oznaczeniach lekowrazliwosci badanych szezepdéw kontrolnych z kolekeji ATCC wielkoscei stref
zahamowania wzrostu dla badanych kragzkéw =z antybiotykami miedcily sie w zakresie
akceptowanych wartosci i w wigkszosei przypadkéw byly zgodne z wartoéciami Target, czyli

miescily si¢ w srodku zakresu akceptowanych wielkosci stref zahamowania wzrostu.

W oznaczeniach na podlozach chromogennych do wykrywania mechanizmow oporno$ci MRSA,
VRE, ESBL, KPC i wykrywania szczepéw wytwarzajacych karbapenemazy obserwowano obfity
wzrost bakterii w zgodnym z charakterystyka produktu kolorze oraz zahamowanie wzrostu

szczepow bez badanych mechanizméw opornosci.

Whioski z oceny

Podloza chromogenne:

Podloze CHROMagar MRSA: Podloze spelnia oczekiwane wymogi jakosciowe. W badaniu
uzyskano obfity, typowy dla gatunku (kolor rézowy) wzrost szczepéw MRSA i zahamowanie
wzrostu MSSA.

Podloze CHROMagar VRE: Podloze spelnia oczekiwane wymogi jakosciowe. W badaniu
uzyskano obfity, w typowym dla gatunku kolorze (E. faecium i E. raffinosus w kolorze rézowym
oraz E. faecalis i E. gallinarum w kolorze niebiesko-rézowym) wzrost szczepoéw opornych na
glikopeptydy oraz zahamowanie wzrostu szczepoéw enterokokéw wrazliwych na glikopeptydy, a

takze MRSA 1 MSSA.

Podloze CHROMagar ESBL: Podloze spetnia oczekiwane wymogi jakosciowe. W badaniu
uzyskano obfity, w typowym dla gatunku kolorze (E. coli w kolorze rézowym, pozostate gatunki w
kolorze niebiesko-zielonym) wzrost szczepéw paleczek Gram-ujemnych ESBL-dodatnich, KPC-
dodatnich, MBL-dodatnich i OXA-48-dodatnich oraz zahamowanie wzrostu szczepdw paleczek
Gram-ujemnych wrazliwych na cefalosporyny III generacji i karbapenemy.
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Podloze CHROMagar KPC: Podloze speinia oczekiwane wymogi jakosciowe. W badaniu
uzyskano obfity, w typowym dla gatunku kolorze (E. coli w kolorze ré6zowym, pozostate gatunki w
kolorze niebiesko-zielonym) wzrost szczepdéw paleczek Gram-ujemnych KPC-dodatnich, MBL-
dodatnich i OXA-48-dodatnich oraz zahamowanie wzrostu szczepdw paleczek Gram-ujemnych

wrazliwych na cefalosporyny III generacji i karbapenemy oraz ESBL-dodatnich.

Podloze CHROMagar mSuperCARBA: Podloze speinia oczekiwane wymogi jakos$ciowe. W
badaniu uzyskano obfity, w typowy dla gatunku kolorze (£. coli w kolorze rozowym, pozostale
gatunki w kolorze niebiesko-zielonym) wzrost szczepdw paleczek Gram-ujemnych KPC-dodatnich,
MBL-dodatnich i OXA-48-dodatnich oraz zahamowanie wzrostu szczepdw pateczek Gram-

ujemnych wrazliwych na cefalosporyny III generacji i karbapenemy oraz ESBL-dodatnich.

Podloza i krazki z antybiotykami do oznaczania lekowrazliwos$ci:

MH agar: Podloze speinia oczekiwane wymogi jakosciowe. W oznaczeniach lekowrazliwosci
szczepow kontrolnych z kolekcji ATCC wielkosci stref zahamowania wzrostu dla badanych
krazkéw z antybiotykami miescity si¢ w zakresie akceptowanych wartosci i w wiekszosci
przypadkow byly zgodne z wartosciami Target, czyli miescily si¢ w §rodku zakresu akceptowanych

wielkosci stref zahamowania wzrostu.

MH agar z 5% krwi konskiej + 20 mg/l NAD: Podloze spelnia oczekiwane wymogi jako$ciowe.
W oznaczeniach lekowrazliwodci szczepéw kontrolnych z kolekcji ATCC wielkosci stref
zahamowania wzrostu dla badanych krazkéw 2z antybiotykami miescity sie w zakresie
akceptowanych wartosci 1 w wigkszosci przypadkéw byty zgodne z wartosciami Target, czyli

miescity sie w srodku zakresu akceptowanych wielkodci stref zahamowania wzrostu.

Krazki z antybiotykami: Produkt spelnia oczekiwane wymogi jakosciowe. W oznaczeniach
lekowrazliwosci szczepow kontrolnych z kolekcji ATCC wielkosci stref zahamowania wzrostu dla
badanych krazkéw z antybiotykami miescily si¢ w zakresie akceptowanych wartosci i w wigkszosei
przypadkéw byly zgodne z wartosciami Target, czyli miescily si¢ w srodku zakresu akceptowanych

wielkodci stref zahamowania wzrostu.

Badanie wykonaty: Raport sporzadzila:

dr n. med. Dorota Zabicka dr n. med. Dorota Zabicka
Al CKA

tech. Matgorzata Herda D%)kd DOROTAZ /l

specjali suum blo og
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