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ZASTOSOWANIE

Paski Etest stuza do iloSciowego oznaczania lekowrazliwosci Gram-ujemnych
i Gram-dodatnich bakterii tlenowych gatunkéw, takich jak Enterobacteriaceae,
Pseudomonas, Staphylococcus oraz Enterococcus i bakterii wybrednych, takich
jak bakterie beztlenowe, N. gonorrhoeae, S. pneumoniae, paciorkowce i gatunki
Haemophilus. W systemie zastosowano wstepnie okreslony gradient stezen
antybiotyku, ktérego uzywa sie w toku inkubacji catonocnej na podtozu agarowym,
do ustalenia minimalnego stezenia hamujacego (MIC, ang. Minimum Inhibitory
Concentration; podawane w pg/ml) réznych lekédw przeciwbakteryjnych.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIA

Biezace metody badania lekowrazliwosci AST (ang. Antimicrobial Susceptibility
Testing) sa oparte na technice rozcienczen ilosciowych lub jakosciowych
procedurach dyfuzji. Metody rozcienczania sa oparte na serii dwukrotnych
rozcienczen antybiotykéw w pozywce bulionowej lub agarowej. Dzieki tym
metodom mozna ustali¢ wartos¢ MIC danego antybiotyku, czyli minimalne
stezenie hamujace (w pg/ml), ktére bedzie hamowac rozwéj konkretnych bakterii
przy zdefiniowanych warunkach eksperymentu.

ZASADA

Technologia gradientu stezen paskow Etest zostata opracowana na podstawie
potaczenia koncepcji rozcienczen i dyfuzji w testach wrazliwosci. System Etest,
podobnie jakinne metody rozcienczen, pozwala bezposrednio okresli¢ wrazliwos¢
drobnoustrojéw na leki, gdzie uzyskany wynik ma postac¢ konkretnych wartosci
MIC. Jednakze wartosci MIC uzyskane dzieki systemowi Etest w warunkach
wstepnie zdefiniowanego, stabilnego i ciggtego gradientu stezen antybiotykow
moga by¢ doktadniejsze i cechowac sie wieksza powtarzalnoscia w poréwnaniu
do wynikéw uzyskanych podczas konwencjonalnych procedur opartych na serii
dwukrotnych rozcienczen nieciagtych.

System Etest to cienki, obojetny i nieporowaty plastikowy pasek. Na jednej
stronie paska (A) naniesiono skale wartosci MIC w pg/ml, a uchwyt paska zawiera
dwu- lub trzyliterowy kod identyfikacyjny zastosowanego antybiotyku. Z drugiej
strony paska (B) znajduje sie wstepnie zdefiniowany, wyktadniczy gradient
stezen osuszonego i ustabilizowanego antybiotyku. Na przedstawionej ilustracji
maksymalne stezenie oznaczono litera a, a stezenie minimalne — litera b (Rys. 1).
Gradient obejmuje ciagty zakres stezen w 15 dwukrotnych rozcierczeniach
konwencjonalnej metody wyznaczania MIC.
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Rys. 1. Konfiguracja paska gradientowego Etes

Po przytozeniu paska gradientowego Etest do powierzchni agarowej z posiewem
nastepuje natychmiastowe, skuteczne przeniesienie przygotowanego gradientu
stezen antybiotyku z plastikowej powierzchni nosnikowej do macierzy agarowe;.
Bezposrednio pod paskiem tworzy sie stabilny, ciagty i wykfadniczy gradient
stezen antybiotyku. Po zakonczeniu inkubacji i uwidocznieniu wzrostu bakterii
widac réowniez symetryczng elipse hamowania wzrostu wysrodkowang wzdtuz
paska. Wartos¢ MIC odczytuje sie ze skali w pug/ml w miejscu, gdzie ostrotukowy
koniec elipsy przecina pasek.

Aby zapewni¢ powtarzalnos¢ wartosci MIC przy stosowaniu systemu
gradientowego, konieczne jest utrzymywanie stabilnosci gradientu w
krytycznym okresie, kiedy nastepuje ustalenie potozenia krawedzi rozwoju/
hamowania dla konkretnego potaczenia drobnoustréj/antybiotyk. Wykazano
powtarzalnos¢ i rdwnowaznos¢ wartosci MIC w odniesieniu do referencyjnych
procedur rozciericzania CLSI®, ktéra wynika ze stabilnosci i doktadnosci wstepnie
ustalonego gradientu stezen paska Etest.

ODCZYNNIKI

System Etest jest dostarczany w opakowaniu zawierajacym 30 lub 100 paskéw
testowych (w zaleznosci od formatu opakowania) z jednym Srodkiem
przeciwbakteryjnym.

PRZECHOWYWANIE

Paski Etest nalezy zawsze przechowywac w temperaturze podanej na opakowaniu
do uptyniecia terminu waznosci. Produkty zawsze mozna przechowywacd
w temperaturze nizszej od okreslonego maksimum.

Paski gradientowe Etest pozostate w otwartym opakowaniu muszg by¢
przechowywane w suchym miejscu. Otwarte opakowanie nalezy ponownie
szczelnie zamknac przy uzyciu zacisku albo wtozy¢ do hermetycznego pojemnika
zawierajacego aktywny Srodek osuszajacy i przechowywac w zakresie temperatur
podanym na etykiecie. Przy prawidtowym przechowywaniu i obstudze paski
w pojemnikach mozna wykorzysta¢ do uptyniecia daty waznosci. Pojemnik do
przechowywania nalezy oznaczy¢ numerem serii i data waznosci. Paski Etest
nalezy chroni¢ przed wilgocia, cieptem oraz bezposrednim dziataniem promieni
stonecznych.

Nie wolno dopusci¢ do powstania, ani do dostania sie wilgoci do wnetrza
opakowania lub pojemnika do przechowywania. Nalezy utrzymywa¢ suchy
stan paskow Etest za pomoca aktywnego srodka osuszajacego.

OBSLUGA

« Przed wyjeciem z opakowania paskéw gradientowych Etest nalezy wzrokowo
sprawdzi¢ zamkniete opakowanie pod katem uszkodzen. Jesli opakowanie jest
uszkodzone, nie wolno uzywac paskéw gradientowych Etest.

« Po wyjeciu z chtodziarki/zamrazarki oryginalne opakowanie lub pojemnik
do przechowywania nalezy odstawi¢ do osiagniecia temperatury pokojowej
(przechowywanie w +4 °C — okoto 15 minut, —20 °C — okoto 30 minut).
Przed otwarciem opakowania nalezy upewni¢ sie, ze odparowata cata wilgo¢
zgromadzona na jego powierzchni. Paski z opakowan przechowywanych
w temperaturze pokojowej mozna wykorzystac od razu.

« Instrukcja otwierania:
- Opakowanie pojedyncze (patrz ilustracja ponizej)

1. Chwy¢ opakowanie pomiedzy kciuk i palec wskazujacy, umieszczajac

opuszke kciuka we wgtebieniu z tytu opakowania.

2. Nacisnij kciukiem do przodu i palcem wskazujacym do tytu, aby
rozerwa¢ warstwe aluminium z zachowaniem srodka suszacego
w goérnej czesci opakowania.

Wygnij gorna czes¢ do tytu, aby catkowicie otworzy¢ opakowanie.
4. Wyjmij pasek Etest z opakowania uzywajac pensety, lub innego
narzedzia recznego.

w

+ Blister
- Otwodrz jeden przedziat blistra, odcinajac nozyczkami opakowanie wzdtuz
przerywanej linii.

+ Pianka
- Otwoérz opakowanie, odcinajac nozyczkami jeden koniec aluminiowej
torebki.
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- Dotykajac palcami, paski Etest nalezy chwyta¢ wytacznie za uchwyt paska —
obszar oznaczony literg E. Nie wolno dotykac powierzchni paska zawierajacej
gradient stezen antybiotyku, tj. powierzchni po stronie przeciwnej do
strony ze skalg MIC (Rys. 1, B). Paski mozna umiesci¢ na tacy aplikatora, gdzie
beda spoczywac do momentu przygotowania do uzycia (Rys. 3). Do sprawnego
podnoszenia paskéw Etest mozna uzywac aplikatora recznego (np. Mini
Grip-It, pensety lub podobnych narzedzi) albo chwytaka prézniowego Nema
C88™ (bioMérieux SA) (Rys. 3 i 4). Zasobniki piankowe z paskami Etest nalezy
wprowadzaé bezposrednio do automatycznego aplikatora Simplex C76™
(bioMérieux SA).

OSTRZEZENIA | ZABEZPIECZENIA

« Paski Etest sg przeznaczone wytacznie do diagnostyki in vitro.

« Chociaz paski Etest dziatajg na prostej zasadzie, powinny by¢ uzywane
wylacznie przez przeszkolonych pracownikéw.

«  Przy kontakcie z prébkami bakteryjnymi nalezy przestrzegac procedur aseptyki
oraz stosownych $rodkéw ostroznosci dotyczacych zagrozer mikrobiologicznych.

PROCEDURY

Materialy dostarczone

« 301lub 100 paskéw Etest jednego antybiotyku.

« Tulotka + TABELA 1 zawarta w zestawie lub udostepniona do pobrania pod
adresem www.biomerieux.com/techlib.

Materialy wymagane, ale nie dostarczone

«  Plytki agarowe (o $rednicy 90 mm lub 150 mm) z odpowiednim podtozem
do badania wrazliwosci.

«  Nosnik zawieszenia inokulum.

- Wymazéwki (jatowe, nietoksyczne i niezbyt mocno owiniete), probéwki
i nozyczki.

«  Aplikator reczny [np. Mini Grip-It (bioMérieux nr kat. 411200), penseta lub
podobne narzedzie] albo narzedzia bioTools [Retro C80™ (bioMérieux nr kat.
559803), Nema C88™ (bioMérieux nr kat. 559804), Simplex C76™ (bioMérieux
nr kat. 559802)].

« Wzorce zmetnienia o wartosci 0,5 i 1 w skali McFarlanda (bioMérieux
nr kat. 70 900) lub DENSIMAT (bioMérieux nr kat. 99 234).

« Inkubator (35 * 2 °C), st6j anaerobowy lub komora albo komora o atmosferze
wzbogaconejw CO,.

« Mikroorganizmy do kontroli jakosci (np. LyfoCults® Plus).

«  Pojemniki do przechowywania zawierajace kapsutki z aktywnym srodkiem
suszacym (bioMérieux nr kat. 501603, 559900, 559901 lub 559902) lub
woreczki i/lub zaciski (bioMérieux nr kat. 559809).

Podtoze

Ptytka agarowa musi mie¢ gtebokos¢ réwna 4,0 + 0,5 mm, pH 7,3 £ 0,1 i speniac
wymagania dotyczace jakosci. Podtoze i substancje uzupetniajgce zaleza
od badanej grupy mikroorganizméw (Tabela 2).

Przygotowanie zawiesiny

W tabeli 2 przedstawiono wytyczne dotyczace inokulum. Kilka starannie
wyizolowanych kolonii, pochodzacych z catonocnej hodowli na ptytce agarowej,
zawiesi¢ w odpowiednim nosniku, osiggajac zadana wartos¢ zmetnienia
inokulum poréwnujac ze wzorcem zmetnienia w skali McFarlanda. W przypadku
mikroorganizméw wybrednych, takich jak pneumokoki, streptokoki, gonokoki,
bakterie beztlenowe i Haemophilus spp., zawiesine przygotowang na bazie
bulionu nalezy wykorzysta¢ w ciggu 15 minut.

Posiew

Zanurzy¢ jatowa, nietoksyczng i niezbyt mocno owinieta wymazdwke
w zawiesinie inokulum. Nadmiar ptynu odcisng¢ o wewnetrzng $ciane probéwki.
Usuna¢ wiekszg ilos¢ ptynu przy posiewie na ptytce o srednicy 90 mm i mniejsza
w przypadku plytki o $rednicy 150 mm. Starannie trzykrotnie przetrze¢
cala powierzchnie podtoza agarowego, za kazdym razem obracajac plytke
o ok. 60 stopni w celu zapewnienia rbwnomiernego rozprowadzenia inokulum.
Mozna réwniez wykorzystac¢ urzadzenie Retro C80 (rota-plater, bioMérieux SA)
w celu efektywnego posiewu zawiesiny na catej powierzchni agaru. Odczekaé
od 15 do 20 minut w celu catkowitego wchtoniecia nadmiaru wilgoci, tak by
powierzchnia byla catkiem sucha przed natozeniem paska gradientowego
Etest.

Uwagi:

1. Optymalne przygotowanie inokulum i wykonanie posiewu pozwala otrzymac
réwnomierny wzrost o charakterze zlewnym.

2. Wzorce zmetnienia McFarlanda nie gwarantuja uzyskania odpowiedniej
liczby zywotnych komoérek w zawiesinie. Nalezy regularnie zlicza¢ kolonie,
aby zweryfikowa¢, czy stosowana procedura tworzenia inokulum pozwala
na wytworzenie odpowiedniej liczby zywotnych komdrek (w CFU/ml). Nalezy
zapoznac sie z zawartoscia cze$ci KONTROLA JAKOSCI.

3. Dodatkowe informacje techniczne zawarto w instrukcji stosowania
paskéw Etest (EAG, ang. Etest Application Guide) dostepnej pod adresem
www.biomerieux.com/techlib.

Naktadanie

Przed natozeniem paskéw gradientowych Etest nalezy sprawdzi¢, czy posiana
powierzchnia agaru jest zupetnie sucha.

Opakowanie otworzy¢, a paski Etest obstugiwa¢ w sposéb opisany w czesci
OBSLUGA.

Do optymalnego ustawienia paskéw Etest w schemacie z réwnomiernym
oddaleniem od siebie na ptytce agarowej mozna wykorzysta¢ wzorzec. Na jednej
ptytce agarowej o $rednicy 150 mm (Rys. 2a) mozna umiesci¢ od czterech do
maksymalnie szesciu paskow Etest. W przypadku jednej wartosci MIC mozna
uzy¢ jednego lub dwéch paskéw na ptytce agarowej o $rednicy 90 mm (Rys. 2b).
Rozmieszczenie paskow jest automatycznie optymalizowane przy korzystaniu
z aplikatora Simplex C76 (Rys. 6). W przypadku organizméw o oczekiwanej
wysokiej wrazliwosci nalezy uzy¢ mniejszej liczby paskéw na ptytce o Srednicy
150 mm i tylko jednego paska na ptytce o srednicy 90 mm.

Rys. 2a.
Wzorzec rozmieszczenia 6 paskdw
na ptytce o $rednicy 150 mm.

Rys. 2b.
Wzorzec rozmieszczenia 2 paskéw
na ptytce o $rednicy 90 mm.

Do naktadania paskéw na powierzchnie agarowa z posiewem mozna uzywac
pensety, recznego aplikatora, narzedzia Nema C88 (Rys. 5) lub aplikatora Simplex
C76 (Rys. 6). Paski gradientowe Etest nalezy ukfadac w taki sposéb, aby skala MIC
byta skierowana ku gorze (w kierunku otwartej powierzchni ptytki), a koniec
z maksymalnym stezeniem znajdowat sie w poblizu krawedzi ptytki (Rys. 2a).
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Rys. 3.
Podnoszenie paska Etest z tacy za pomoca
narzedzia Mini Grip-It.

Rys. 4.
Przy uzywaniu narzedzia Nema C88
mozna uzywac paskéw Etest
bezposrednio z zasobnika.

Rys. 5.
Nakfadanie paska Etest na powierzchnie
agarowa za pomocg nharzedzia Nema C88.

Rys. 6.
Automatyczny aplikator Simplex C76.

Nalezy dopilnowac, aby pasek dokfadnie przylegat do powierzchni agaru na catej
dtugosci. W przypadku odwrotnego umieszczenia paska nie utworzy sie elipsa
dziatania hamujacego, poniewaz antybiotyk nie przenika przez nieporowaty
plastikowy pasek. W razie koniecznosci nalezy usuna¢ pecherzyki powietrza
spod paska, delikatnie naciskajac pasek (bez przesuwania) koncéwka aplikatora
lub penseta, zawsze zaczynajac od najnizszego stezenia i przesuwajac narzedzie
w kierunku stezen wyzszych. Obecnos¢ matych pecherzykdéw powietrza nie
ma wptywu na wyniki. Nalozonego paska nie mozna przesuwac z powodu
natychmiastowego uwalniania antybiotyku do podtoza agarowego.

Inkubacja

Ptytkiagarowe nalezy inkubowaé w pozycji odwréconej (zwieczkiem skierowanym
do dotu) w stosach sktadajacych sie z maksymalnie 5 warstw, w warunkach
podanych w Tabeli 2 oraz Instrukcji stosowania paskéw Etest dostepnej pod
adresem www.biomerieux.com/techlib.

bioMérieux SA
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Tabela 2. Zalecane podtoze, inokulum i inkubacja”

Grupa Podtoze agarowe * Inokulum Inkubacja
organizmow Zawiesina Zmetnienie (skala | Temperatura | Sktad Czas (godziny) *
McFarlanda) (¥2°C) atmosfery ®

Tlenowe Ptytki agarowe Mueller 0,85% NaCl (lub 0,45% roztwér soli 0,5 (1 w przypadku | 35°C warunki 16-20
Hinton 499 fizjologicznej VITEK 2) kolonii $luzowych) standardowe

ORSA/ORSE Ptytki agarowe Mueller 0,85% NaCl (lub 0,45% roztwoér soli 0,5 35°C warunki 24 ORSA
Hinton + 2% NaCl (wyfacznie | fizjologicznej VITEK 2)'° standardowe | 48 ORSE
pasek Etest z oksacylina)

Beztlenowe Podtoze Brucella z krwia Bulion Brucella lub Mueller Hinton 1 35°C 80-85% N,/ 24-48-72

(lub bulion Schaedlera + wit. K3)' 5-10% CO,/ w zaleznosci
10%H,” od gatunku

Haemophilus HTM (CLSI) Bulion Mueller Hinton lub HTM (lub bulion | 0,5 (1 w przypadku | 35 °C 5% CO, 20-24

influenzae MHF (EUCAST) z wyciggiem sercowo-mézgowym (BHI))'™® kolonii $luzowych)

Streptococcus | Mueller Hinton + 5% krwi Bulion Mueller Hinton (lub 0,45% roztwor 0,5 (1 w przypadku | 35°C 5% CO, 20-24

pneumoniae (CLSI) MHF (EUCAST) soli fizjologicznej VITEK 2 albo bulion BHI)'® | kolonii $luzowych)

i streptokoki ?

Neisseria Podtoze z agarem Bulion Mueller Hinton (lub bulion BHI)™ 0,5 35°C 5% CO, 20-24

gonorrhoeae GC + okreslone
substancje uzupetniajace

Uwagi: WAZNE UWAGI DOT. ODCZYTU

1.

10.

Dalsze informacje dotyczace konkretnych zastosowan opisano w doku-
mentach dotyczacych paskéw Etest, ktére sa dostepne pod adresem
www.biomerieux.com/techlib.

Obejmuje grupy A, B, C i G paciorkowcow B-hemolitycznych oraz grupe
paciorkowcow zieleniejacych S. mutans, S. mitis, S. sanguis i S. bovis.

Nalezy stosowac podtoza o dobrej definicji i wysokiej jakosci, ktore zapewniaja
odpowiedni rozwdj kultur. Wybrana marka powinna cechowac sie dobra
powtarzalnoscia pomiedzy seriami, aby zapewni¢ uzyskiwanie dokfadnych
i pewnych wartosci MIC.

W przypadkubadaniawrazliwoscinatrimetoprimitrimetoprim/sulfametoksazol
nalezy upewnic sie, ze wybrana marka i seria podtoza agarowego cechuje sie
niska zawartoscig tyminy/tymidyny, aby zminimalizowa¢ antagonistyczne
dziatanie trimetoprimu i sulfonamidow.

Zawarto$¢ wapnia w agarze Mueller Hinton moze rézni¢ sie w zaleznosci od
marki produktu oraz miedzy seriami w obrebie tej samej marki. Przy zmianie
serii, zwtaszcza w przypadku testow wrazliwosci na daptomycyne, nalezy
przeprowadzi¢ kontrole jakosci ptytek agarowych w celu okreslenia ich
przydatnosci do uzycia.

Zawarto$¢ manganu w agarze Mueller Hinton moze rézni¢ sie w zaleznosci
od marki produktu oraz miedzy seriami w obrebie tej samej marki. Przy
zmianie serii, zwlaszcza w przypadku testow wrazliwosci na tigecykline,
nalezy przeprowadzi¢ kontrole jakosci ptytek agarowych w celu okreélenia
ich przydatnosci do uzycia.

W przypadku testéw wrazliwosci na metronidazol nalezy dopilnowaé
uzycia wydajnego systemu anaerobowego, aby uzyskac szybka atmosfere
beztlenowa, co pozwoli unikng¢ wynikow fatszywie opornych.

W przypadku inkubacji mikroorganizméw wybrednych w atmosferze z 5% CO,
powstate obnizenie pH moze wptywac na aktywnosé makrolidéw, linkozamidéw,
streptogramin, aminoglikozydéw, chinolonéw, penicylin i tetracyklin. Nalezy
pamigta¢, ze moga wystepowac réznice w wynikach badan wykonywanych
w systemach inkubowanych w warunkach standardowych oraz w atmosferze
wzbogaconej w CO,.

Przed odczytem nalezy dopilnowac inkubacji ptytki agarowej przez zalecany
okres. Ma to szczeg6lne znaczenie przy opdznionej ekspresji opornosci oraz
w przypadku mikroorganizméw wybrednych i cechujacych sie wolnym
rozwojem.

Wykazano zgodno$¢ 0,45% roztworu soli fizjologicznej VITEK 2 (bioMérieux nr
kat.V1204), bulionu Schaedlera + wit. K3 (bioMérieux nr kat. 42106) i wyciagu
modzgowo-sercowego (BHI) (bioMérieux nr kat. 42081) z paskami Etest.

INTERPRETACJA WYNIKOW
Odczyt wartosci MIC
Po wymaganym okresie inkubacji (Tabela 2) i tylko kiedy wyraznie widac

rébwnomierny  wzrost

mikroorganizméw, nalezy odczyta¢ wartos¢ MIC

na przedstawionej skali w miejscu, gdzie ostrotukowy koniec elipsy strefy
hamowania wzrostu przecina pasek. Nie wolno odczytywac ptytki, jezeli hodowla
wyglada na mieszang lub jezeli murawa jest nadmiernie zageszczona albo
rozrzedzona. W takiej sytuacji nalezy powtdrzyc¢ badanie.

Punkty koricowe MIC paskéw Etest sa na ogdt wyraznie odciete chociaz moga
wystepowac rézne modele hamowania wzrostu. Nalezy zapoznac sie z ponizszymi
wytycznymi oraz ilustracjami przedstawionymi w INSTRUKCJI ODCZYTU
PASKOW ETEST (Rys. od 7 do 26).

Zapoznac sie z opisem dziatania kazdego antybiotyku (bakteriobdjcze lub
bakteriostatyczne) zawartym w karcie informacyjnej dla uzytkownikéw
paskoéw Etest (CIS, ang. Customer Information Sheet; CIS 006).

W przypadku lekéw o dziataniu bakteriobdjczym, przyktadowo antybiotykéw
3-laktamowych, nalezy zawsze odczytywac wartos¢ MIC w miejscu zupetnego
zahamowania catego wzrostu, czyli bez zamgler, mikrokolonii czy izolowanych
kolonii. W celu dokfadnego ustalenia punktéw koricowych nalezy pochyli¢
ptytke i/lub uzy¢ lupy. Ma to szczegdlne znaczenie przy badaniu wrazliwosci
pneumokokow, streptokokoéw, enterokokéw, wrzecionowcow, Acinetobacter
i Stenotrophomonas spp.

W  przypadku lekdéw o dziataniu bakteriostatycznym (przyktadowo
trimetoprimu/sulfametoksazolu) o utrudnionej ocenie punktéw korcowych
nalezy odczyta¢ wartos¢ MIC przy 80% zahamowania wzrostu, czyli
w pierwszym miejscu istotnego zahamowania wzrostu widocznym okiem
nieuzbrojonym.

Niezlewna murawa, postrzepione krawedzie elipsy i nieréwne skrzyzowania
z paskiem moga wynika¢ z nadmiaru wilgoci na ptytkach przed posiewem,
niewystarczajagcego wysuszenia przed natozeniem paskéw i/lub nieréwno
posianych powierzchni. Jezeli nie mozna tatwo odczyta¢ punktéw koricowych
wartosci MIC, badanie nalezy powtérzy¢.

Jezeli w przypadku badania wrazliwosci na srodki bakteriobdjcze w obrebie
elipsy wida¢ makrokolonie, nalezy odczyta¢ wszystkie makrokolonie
w odlegtosci 1-3 mm od paska (zobacz INSTRUKCJA ODCZYTU PASKOW
ETEST, Rys. 21).

Kiedy wzdtuz catego paska widoczny jest rozwoj bakterii, tzn. kiedy nie
wida¢ elipsy hamowania wzrostu, wartos¢ MIC nalezy odczytac¢ jako wartos¢
> najwyzszej wartosci na skali MIC. Kiedy elipsa hamowania wzrostu znajduje
sie pod paskiem, ale sie z nim nie przecina, wartos¢ MIC nalezy zgtosi¢ jako
wartos¢ < najnizszej wartosci na skali MIC.

Mikroorganizmy, takie jak gronkowce, Acinetobacter spp. anaeroby
i gonokoki, moga wykazywa¢ wrazliwos¢ na sulbaktam, tazobaktam lub
kwas klawulanowy. W przypadku testéw Etest PTc i TLc moze to spowodowac
powstanie elipsy hamowania wzrostu z wydtuzonym pasmem hamowania
réwnolegtym do paska. W celu uzyskania wartosci MIC nalezy ekstrapolowac
gorna eliptyczna krzywizne w strone paska (zobacz INSTRUKCJA ODCZYTU
PASKOW ETEST, Rys. 15).

W przypadku zatamania elipsy hamowania wzrostu w punkcie korncowym
przy badaniu wrazliwosci na klindamycyne, erytromycyne lub chloramfenikol
nalezy ekstrapolowac¢ wartos¢ MIC z poczatkowego zatamania (czyli uzyc
wartosci wyzszej o 0,5-1 rozciericzenie w stosunku do miejsca przeciecia).
Jezeli przy badaniu wrazliwosci na fosfomycyne w elipsie hamowania wzrostu
widoczne sa liczne (>5) makrokolonie, warto$¢ MIC nalezy odczyta¢ w miejscu
zupetnego zahamowania. Mozna zignorowac nieliczne (<5) kolonie.

W przypadku badania wrazliwosci na chinupristine/dalfopristine i linezolid
zmetnienie i sladowy wzrost gronkowcédw i enterokokdw nalezy odczytywac
przy 90% zahamowania wzrostu widocznego okiem nieuzbrojonym. Nalezy
odczytac liczbe izolowanych makrokolonii w obrebie elipsy hamowania
na poziomie petnego zahamowania.

Elipsa zahamowania wzrostu powiagzana z wankomycyng moze mie¢ mata
Srednice. Nalezy odczytac wartos¢ z rzeczywistego przeciecia wzrostu z paskiem,
a nie wartos¢ powiazang z wzrostem przylegajacym do bokéw paska.
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Interpretacja

Do interpretacji wartosci MIC paskéw Etest mozna uzywac opublikowanych
przez CLSI°, EUCAST i/lub krajowy zespét referencyjny stezen granicznych
(MIC breakpoint) zwiazanych z okreslaniem kategorii wrazliwosci.

Poniewaz paski Etest to w petni ilosciowa metoda ustalania wartosci MIC,
ich uzywanie pozwala odczytywac¢ doktadna wartos¢ MIC razem z kategorig
wrazliwosci. Paski Etest pozwalajg odczytac wartos¢ MIC na skali ciaggtej. Ta cecha
moze spowodowac uzyskanie wynikow z zakresu pomiedzy konwencjonalnymi
rozciefnczeniami dwukrotnymi, tj. rozciericzenia potéwkowe. Wartos¢ MIC paska
pomiedzy standardowymi rozciericzeniami dwukrotnymi trzeba zaokragli¢ w goére
do najblizszej wartosci rozciericzenia dwukrotnego przed okresleniem kategorii.

Przyktad: Stezenia graniczne benzylopenicyliny (ug/ml) dla Streptococcus
pneumoniae:

Wartos¢ MIC 1 pg/ml paska Etest jest zgtaszana jako ,$redniowrazliwe” (1),
natomiast wartos¢ 1,5 zostaje zaokraglona w gére do wartosci 2 ug/ml i wigze sie
to z przydzieleniem kategorii ,oporne” (R).

KONTROLA JAKOSCI

W celu sprawdzenia dziatania odczynnikéow paskéw Etest, jakosci podtoza,
inokulum i zastosowanej procedury nalezy sprawdzi¢ odpowiednie szczepy
kontroli jakosci w sposéb opisany w czeéci PROCEDURA. Odczynniki i procedura
testu sa uznawane za zadowalajace, jezeli uzyskane wartosci MIC zawieraja sie
w zakresach kontroli jakosci podanych w TABELI 1.

Nie wolno przekazywa¢ wynikéw pacjenta, jesli wyniki kontroli jakosci wykraczaja
poza podane zakresy QC. Czestotliwos¢ testow kontroli jakosci musi zostac ustalona
indywidualnie w kazdym laboratorium. Wytyczne przedstawiono w dokumentach
Testy wrazliwosci mikroorganizméw CLSI® dla serii M7, M11 i M100.

W niektérych przypadkach przedziaty kontroli jakosci paskéw Etest moga
sie rézni¢ od specyfikacji CLSI. Przedzialy QC paskow Etest opracowano
na podstawie rozlegtych danych uzyskanych w toku kontroli jakosci duzej liczby
partii odczynnikéw na przestrzeni wielu lat i obejmujg réwniez dane z badan
wieloosrodkowych. Specyfikacje kontroli jakosci przedstawiono w TABELI 1.

Wyniki MIC szczepu kontroli jakosci (QC) o potowe rozciericzenia nizsze od dolnej
granicy QC nalezy zaokragli¢ w gére do najblizszej wartosci rozcienczenia
dwukrotnego przed okresleniem wyniku kontroli jakosci. W przypadku wynikéw
MIC, ktére o pot rozcienczenia przekraczajg gérng granice, nalezy uznac
niepowodzenie kontroli jakosci.

Nalezy regularnie zlicza¢ kolonie, aby zweryfikowa¢, czy stosowana procedura
pozwala na wytworzenie zawiesiny wiasciwej w odniesieniu do stezenia
CFU/ml zywotnych. Nalezy przyktadowo rozcienczy¢ zawiesine inokulum
w stosunku 1:1000 i nanie$¢ 1 pl subkultury na zalecang pozywke agarowa
(zobacz Tabela 2). Dopuszczalne inokolum powinno skutkowac uzyskaniem od
100 do 500 kolonii (czyli od 1 do 5 x 108 CFU/m).

Wzorce zmetnienia McFarlanda nie gwarantuja uzyskania odpowiedniej
liczby komérek zdolnych do przetrwania (wyrazonej w CFU/ml).

OCZEKIWANE WARTOSCI

Z powodu gwattownego rozwoju opornosci nie mozna przewidzie¢ poziomdéw
antybiotykowrazliwosci réznych biologicznych populacji bakterii. W zwiazku
z tym kazde laboratorium powinno uzywac oczekiwanych wartosci MIC r6znych
antybiotykéw przy szczepach kontroli jakosci, aby zagwarantowac¢ zadowalajace
wykonywanie procedur testowych oraz rozsadna doktadnos¢ uzyskanych
wynikéw klinicznych.

CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA

Uzywajac ocen poréwnawczych, w zewnetrznych jednostkach klinicznych
oraz w wewnetrznych testach ustalono charakterystyke dziatania paskéw Etest
w odniesieniu do réznych grup antybiotykéw/mikroorganizméw. Przeprowadzone
badania wykazaty korelacje wartosci MIC paskow Etest z referencyjng metoda CLSI
mikrorozciericzer bulionu i/lub rozcienczen agaru — w zaleznosci od badanego
mikroorganizmu. Paski Etest uwaza sie za zasadniczo réwnowazne metodom CLSI,
kiedy wartosci MIC obu procedur wykazuja istotng zgodnos¢ (EA) na poziomie
> 90% w obrebie +1 rozciefczenia.

W TABELI 1 podano specyfikacje produktu, charakterystyke dziatania, kryteria
interpretacji i specyfikacje kontroli jakosci.

Referencyjna baza danych paskow Etest sktada sie z ponad 3000 odniesien
naukowych, gdzie wykazano znacznego stopnia réwnowazno$¢ paskow
Etest i referencyjnych metod rozcienczenia w badaniu szerokiego spektrum
mikroorganizmow.

WAZNE UWAGI

1. WTABELI 1 przedstawiono wskazania (dane dotyczace dziatania) powiazane
z réznymi grupami mikroorganizméw zgodnie z okreslonymi zaleceniami.

2. Czasami niektére kombinacje antybiotyk/mikroorganizm moga skutkowac
niezwyktymi wynikami. W takiej sytuacji niedoswiadczony pracownik moze
miec problem zocena punktu koricowego MIC. Rozwigzaniem jest przeszkolenie
pracownikéw poprzez regularne wykorzystywanie szczepéw kontroli jakosci,
czytanie instrukcji odczytu paskéw Etest oraz konsultacje z doswiadczonymi
pracownikami w celu prawidtowej oceny punktéw koricowych MIC.

3. Poniewaz paski Etest sg stworzone na bazie agarowej, wykazuja najlepsza
korelacje z referencyjnym rozcienczeniem agarowym. Wykazano korelacje
zreferencyjnym mikrorozciericzeniem bulionu w sytuacji braku referencyjnego
rozcienczenia agarowego.

4. Podobnie jak w przypadku wszystkich wynikéw AST, wyniki paskow Etest to
wartosci wytacznie in vitro i moga one wskazywac potencjalng wrazliwo$¢
danego mikroorganizmu in vivo. Wykorzystanie wynikéw w terapii klinicznej
moze zosta¢ podjete wylaczna decyzja i na wytaczng odpowiedzialnos¢
lekarza prowadzacego z wykorzystaniem oceny wywiadu medycznego oraz
znajomosci stanu pacjenta, farmakokinetyki/farmakodynamiki antybiotyku
oraz doswiadczen klinicznych zwigzanych z leczeniem infekcji wywotanych
konkretnym patogenem bakteryjnym przy stosowaniu rozwazanego
antybiotyku, dawki i sposobu dawkowania.

5. Szczegdtowe informacje dotyczace konkretnych ograniczen w interpretacji
i/lub ograniczer w zastosowaniu klinicznym danego antybiotyku w réznych
sytuacjach terapeutycznych zawieraja tabele i przypisy norminterpretacyjnych
MIC w najnowszych wersjach dokumentéw CLSI AST dotyczacych procedur
rozcierczania (seria M7, M11 i M100) lub zalecenia EUCAST.

UTYLIZACJA ODPADOW

Niewykorzystane odczynniki mozna uzna¢ za odpady niestanowigce zagrozenia
i utylizowac w odpowiedni sposéb.

Zuzyte odczynniki oraz wszelkie inne skazone materiaty jednorazowe nalezy
utylizowac z wykorzystaniem procedur dotyczacych produktéw zakaznych lub
potencjalnie zakaznych.

Kazde laboratorium samodzielnie odpowiada za postepowanie z odpadami
i $ciekami zgodnie z ich natura i poziomem zagrozenia. To wymaganie dotyczy
réwniez obrdbki lub utylizacji (albo zlecenia obrébki lub utylizacji) odpadow
i Sciekéw zgodnie ze stosownymi przepisami.
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na podstawie recenzowanego pismiennictwa.
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Rys. 7.
Zignorowac migracje.
MIC 0,064 pg/ml.

WYNIKI ZWIAZANE Z LEKAMI
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Rys. 11.

Leki bakteriobodjcze
daja ostre punkty
koncowe MIC.

MIC 0,064 pg/ml.

Rys. 15.

Inhibitory 3-laktamazy
np. tazobaktam;
ekstrapolowac gérna

INSTRUKCJA ODCZYTU PASKOW ETEST

WYNIKI POWIAZANE Z MIKROORGANIZMAMI

Rys. 8.

Zignorowac hemolize;
odczytac zahamowanie
wzrostu.

MIC 0,032 pg/ml.
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Rys. 12.

Leki bakteriobdjcze;
odczytac przy
zupetnym
zahamowaniu zamglen
i mikrokolonii.

MIC 1,5 pg/ml.

Rys. 16.

Trim/sulfa; odczytacé
przy 80% zahamowania
(zignorowa¢ murawe

AP

Rys. 9.

Pochyli¢ ptytke lub

uzy¢ lupy, aby dostrzec
punktowe kolonie

i zamglenia w przypadku
przyktadowo
enterokokow,
pneumokokow,
wrzecionowcow

i Stenotrophomonas spp.
MIC 1 pg/ml.
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Rys. 13.

Leki bakteriostatyczne;
odczytac przy 80%
zahamowania.

MIC 1,5 pg/ml.

g
g
¢
$
:
3
3
2
_-& =

[

Rys. 17.

Tigecyklina; odczytac
przy 80% zahamowania
(zignorowac
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Rys. 10.

Szczegdtowo
przeanalizowac punkty
koncowe antybiotykow
3-laktamowych

w przypadku
pneumokokow

pod katem zamglen

i mikrokolonii.

MIC 2 pg/ml.

Rys. 14.

Linezolid; odczytac¢

przy 90% zahamowania
(zignorowac
delikatniejsze zamglenia
i punktowe kolonie).
MIC 0,75 pg/ml.

Rys. 18.

Polipeptydy; odczytac¢
na poziomie dolnej
czesci zatamania, jezeli

krzywizne do paska. zamglen w obrebie indywidualne nie wystepuja kolonie.
MIC 3 pg/ml. elipsy). mikrokolonie lub MIC 0,38 pg/ml.
Stenotrophomonas spp. zamglenia).
MIC 0,19 pg/ml. MIC 0,25 pg/ml.
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WYNIKI ZWIAZANE Z MECHANIZMEM OPORNOSCI

T

Rys. 19. Rys. 20.
Warianty matych kolonii Izolowane kolonie
i leki bakteriobdjcze; w przypadku oksacyliny
odczytac przy moga reprezentowacd
zupetnym heterooporne
zahamowaniu wzrostu. subpopulacje,
MIC 32 pg/ml. np. ORSA.

MIC 48 pg/ml.

WYNIKI ZWIAZANE Z TECHNIKA | OBSLUGA

Rys. 23. Rys. 24.
Przeciecie pomiedzy Nieréwne przeciecia;
oznaczeniami podziatki, odczytac wyzsza
odczytac wyzszg z wartosci. Jezeli
z wartosci. >1 rozcienczenie,
MIC 0,19 pg/ml. powtdrzyc test.

MIC 0,5 pg/ml.

BIOMERIEUX, logo BIOMERIEUX, ETEST, pasek gradientowy ETEST NEMA C88,
SIMPLEX C76, RETRO C80, VITEK i LYFOCULTS sa znakami towarowymi uzywanymi,
w trakcie rejestracji i/lub zastrzezonymi, nalezacymi do bioMérieux, jednego z
jego podmiotéw zaleznych lub jednej z jego firm.

CLSI jest znakiem towarowym nalezacym do Clinical Laboratory and Standards
Institute, Inc.

Wszelkie inne nazwy i znaki handlowe nalezg do odpowiednich wiascicieli.

Zdjecia: bioMérieux SA

Rys. 21. Rys. 22.
Izolowane kolonie Migracja wzrostu
w przypadku (zamglenia,
karbapenemoéw moga mikrokolonie,
reprezentowac oporne makrokolonie)
subpopulacje np. KPC. reprezentujg populacje
MIC 8 ug/ml. VISA/hVISA.

MIC 8 pg/ml.
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Rys. 25. o Rys. 26.
Zignorowac cienka linie Petny wzrost wokot
wzrostu wzdtuz paska. paska.
MIC 0,25 pg/ml. MIC = 256 pg/ml.
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Gorna granica temperatury
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