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4.1

DESTINATIA DE UTILIZARE

CEFOTAXIME + CLAVULANIC ACID 30/10 pg, un disc de a treia generatie cu cefalosporina + acid
clavulanic, este utilizat ca test semi-cantitativ pentru detectarea tulpinilor de enterobacterii cu un fenotip
de rezistenta la B-lactamaza cu spectru extins (ESBL).

Zonele de inhibitie din jurul discurilor sunt masurate si interpretate fie manual, fie cu sisteme automate.

REZUMATUL $I EXPLICAREA TESTULUI

Beta-lactamazele cu spectru extins (ESBL) sunt enzime care confera rezistenta la majoritatea
antibioticelor beta-lactamice, incluzadnd peniciline, cefalosporine si monobactamul aztreonam.
Majoritatea ESBL apartin B-lactamazelor de clasa A Ambler si sunt inhibate de inhibitori de B-lactamaza
(acid clavulanic, sulbactam si tazobactam) [1, 2]. ESBL sunt intalnite in bacterii Gram-negative, in
special enterobacterii si Pseudomonas aeruginosa [2].

Detectarea si caracterizarea ESBL sunt recomandate sau obligatorii in scopuri epidemiologice sau de
control al infectiei [3, 4, 5].

Metoda descrisa aici este testul cu disc combinat recomandat de CLSI, CA-SFM/EUCAST si EUCAST
[3, 4, 5].

PRINCIPIILE PROCEDURII

Principiul consta in a testa activitatea unui inhibitor enzimatic precum acidul clavulanic combinat cu
cefotaxim asupra unei tulpini de enterobacterii si a observa daca acest inhibitor restabileste activitatea
cefotaximului. Discurile ce contin doar CEFOTAXIME 30 g si cele cu CEFOTAXIME + CLAVULANIC
ACID 30/10 pg sunt depuse pe suprafata unei placi de Mueller-Hinton agar inoculata in prealabil cu
tulpina bacteriana ce urmeaza a fi testatd. Dupd incubare, sunt masurate zonele de inhibitie din jurul
discului cu CEFOTAXIME 30 pg si discului cu CEFOTAXIME + CLAVULANIC ACID 30/10 pg. O
diferenta de cel putin 5 mm intre cele doua diametre este considerata o indicatie de fenotip ESBL [3, 4,
5].

REACTIVI
Descriere

Discurile Bio-Rad sunt discuri de 6,5 mm realizate din hartie absorbantd de calitate superioara si
impregnate cu concentratii precise de inhibitor si agent antimicrobian.

Discurile sunt identificate in mod clar printr-un simbol, alcatuit din 3 litere, imprimat pe fiecare parte a
discului.

Intr-un cartus sunt stocate 50 de discuri cu antibiotic. Cartusele sunt stocate intr-un recipient.

Identificare pe eticheta Descriere Prezentare
gg?g()TAXIME + CLAVULANIC ACID 1 recipient cu 4 cartuse continand fiecare 50 de discuri 4 X 50
30/10 ug cu CEFOTAXIME + CLAVULANIC ACID 30/10 g

4.2

Cerinte de depozitare si manipulare

Cartusele trebuie depozitate in recipientul lor la + 2-8 °C, intr-un loc uscat.

Reactivii pot fi utilizati pana la data expirarii mentionatd pe ambalaj, chiar si dupa deschidere, cu
respectarea instructiunilor producatorului, conform descrierii de mai jos.

In cazul in care cartusul rdmane in dozator dupa plasarea discurilor, dozatorul trebuie depozitat la
+2-8 °C, ntr-un loc uscat, cu desicanti in interior. in aceste conditii, stabilitatea cartusului cu discuri
este de 4 saptamani.
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5 AVERTISMENT SI MASURI DE PRECAUTIE

Pentru uz diagnostic in vitro.

Dispozitiv destinat utilizarii de catre personal calificat, exclusiv intr-un mediu de laborator.

In atentia pacientilor/utilizatorilor/tertilor din Uniunea Europeana si din tari cu regimuri de
reglementare identice (Regulamentul 2017/746/UE privind dispozitivele medicale pentru diagnostic
in vitro): va rugam sa raportati producatorului si autoritatii nationale competente orice incident grav
survenit in timpul utilizarii dispozitivului sau ca urmare a utilizarii acestuia.

5.1 Masuri de precautie privind sanatatea si siguranta:

Acest kit de testare trebuie manipulat doar de catre personal calificat, instruit in proceduri de
laborator si familiarizat cu potentialele pericole. Purtati imbracaminte de protectie, manusi si
echipamente de protectie pentru ochiffatda corespunzatoare si manipulati in mod corect, in
conformitate cu bunele practici de laborator.

Eliminati toate probele si materialele utilizate pentru efectuarea testului ca si cum ar contine un
agent infectios. Deseurile de laborator, chimice sau bio-periculoase trebuie manipulate si eliminate
in conformitate cu toate reglementarile locale, regionale si nationale.

Pentru frazele de pericol si frazele de precautie aferente acestui kit de testare, va rugam sa
consultati codurile H si P de pe etichete si informatiile furnizate la finalul acestor instructiuni de
utilizare. Fisa tehnica de securitate este disponibila la www.bio-rad.com.

5.2 Masuri de precautie asociate procedurii

5.2.1 Pregatire

Nu utilizati kitul dacé ambalajul oricéruia dintre componente este deteriorat.

Nu utilizati reactivi expirati.

Tnainte de utilizare, asteptati cel putin 20 minute pentru ca reactivii sa se stabilizeze la temperatura
camerei (18-30 °C).

Nu utilizati niciun cartus cu discuri |asat la temperatura de 18-30 °C mai mult de 8 ore, fara a verifica
un nivel acceptabil de functionare inainte de a continua utilizarea acestui cartus.

5.2.2 Procesare

Respectarea instructiunilor de utilizare este obligatorie pentru asigurarea functionarii
corespunzatoare a acestui produs.

6 PROBE

Testele nu trebuie efectuate direct pe probe biologice.

Testele trebuie efectuate utilizand colonii proaspete, bine izolate pe medii de cultura.

Pentru prepararea inoculului dintr-o cultura pura, proaspata, inocularea placilor de Mueller-Hinton
agar, temperatura de incubare si durata de incubare, va rugam sa consultati ghidurile actuale (CLSI
[3], CA-SFM/EUCAST [4], EUCAST [6]).

7 PROCEDURA

7.1 Materiale necesare, dar nefurnizate

Dozator de discuri: 6-7 discuri ref. 50294 12-16 discuri ref. 50295.

Mueller-Hinton agar conform ghidurilor actuale (CLSI [3], CA-SFM/EUCAST [4], EUCAST [6]).

Disc cu antibiotic: CEFOTAXIME 30 pg ref. 66368.

Tulpini bacteriene pentru controlul calitatii.

Control al opacitatii echivalent cu standardul McFarland 0,5.

Echipament de laborator necesar pentru testarea susceptibilitatii la antibiotice prin metoda difuziei
pe agar.

Echipament de laborator necesar pentru masurarea si interpretarea diametrului zonei de inhibitie.

417 [RO]


http://www.bio-rad.com/

7.2 Procedura de testare

Consultati instructiunile recomandate de CLSI [3], CA-SFM/EUCAST [4] sau EUCAST [6] pentru procedura
de testare a susceptibilitatii la antibiotice si de interpretare a rezultatelor: CLSI [3], CA-SFM/EUCAST [4] sau
EUCAST [6] propun tehnici standardizate pentru prepararea inoculului, inocularea cutiilor Petri, selectia si
dispunerea discurilor de testare, temperatura de incubare si durata de incubare.

De asemenea, trebuie aplicate Tn permanenta bune practici de laborator.

7.3 Controlul calitatii

Discuri cu antibiotic Klebsiella pneumoniae ATCC | Escherichia coli ATCC 25922
700603

CEFOTAXIME + CLAVULANIC ACID CCT40-CTX30 2 3 mm [3] CCT40-CTX30 <2 mm [3]

30/10 pg (CCT40) - CEFOTAXIME 30

pg (CTX30)

7.4 Interpretarea rezultatelor

Masurati cu precizie (pana la cel mai apropiat milimetru) diametrele zonelor de inhibitie observate pentru
fiecare disc.

Diferenta de diametru |Rezultat Interpretare
=5 mm Pozitiv Prezenta fenotipului de rezistenta ESBL
<5mm Negativ Absenta fenotipului de rezistenta ESBL

8 LIMITARILE TESTULUI

e Performanta testului depinde nu doar de activitatea discurilor, ci si de factori precum utilizarea unui
inocul si a unor tulpini de control adecvate, medii de cultura adecvate si testate in prealabil si
depozitarea corespunzatoare.

e Masuratorile efectuate pana la cel mai apropiat milimetru asigura o marja de eroare acceptabila in
conditii de laborator.

e Rezultatele fals negative ale testului pot fi cauzate de expresia altor B-lactamaze (expresie de nivel
ridicat a AmpC, carbapenemazelor etc.) care mascheaza prezenta ESBL.

9 CARACTERISTICI DE PERFORMANTA
9.1 Caracteristici de performanta analitica

9.1.1 Masurarea preciziei
Repetabilitatea si precizia intermediara au fost studiate pentru discul cu CEFOTAXIME + CLAVULANIC
ACID 30/10 pg pe un panel de precizie alcatuit din 2 tulpini (Escherichia coli ATCC 25922 si Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603). Acest panel a fost testat din punct de vedere al repetabilitatii de 10 ori Tn timpul
aceleiasi testari si din punct de vedere al reproductibilitatii intermediare de trei ori de catre 2 operatori pe
parcursul unei perioade de 5 zile cu 2 testari diferite pe zi.
Au fost calculate diametrele medii, deviatiile standard (SD) si coeficientii de variatie (CV).
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9.11.1 Repetabilitate
Tulpin N Diametru SD o,
mediu
ATCC 25922 E. coli 10 35,0 0,45 1,3%
ATCC 700603 K.pneumoniae 10 28,2 0,98 3,5%

100% din diametrele masurate se incadreaza in criteriile de acceptare, iar CV este < 5%.

9.1.1.2 Precizie intermediara
Repetabilitate intre operatori ntre zile In cadrul
laboratorului
Tulpini N Diametru SD cv SD cv SD cv SD cv
mediu
ATCC 25022 E. 30 32,0 0,32 1,0% 00 | Nueste | 57 4,9% 1,60 5,0%
coli cazul
ATCC 700603 30 27,1 0,32 1,2% 0,0 Nueste | 409 3,7% 1,05 3,9%
K. pneumoniae cazul

100% din diametrele masurate se incadreaza in criteriile de acceptare, iar CV este < 10%.

9.1.2

Acuratete

Acuratetea a fost verificatd Tn timpul studiilor de precizie: pentru fiecare disc cu CEFOTAXIME +
CLAVULANIC ACID 30/10 pg testat pentru fiecare tulpina, cresterea diametrului zonei de inhibitie a fost
masurata si comparata cu cea a discului doar cu CEFOTAXIME 30 pg.

Repetabilitate Precizie intermediara
- - Interval
D::?; de?turu Diametru | Diferenta D'r:?; deituru Diametru | Diferenta dlal("jnetru disc C”ter't' de
Tulpini mediu diametru mediu diametru oarcu _jacceptare
CEFOTAXIME | cepotaxiME|  mediu | CEFOTAXIME | cepeoTAXIME| mediu  |CEFOTAXIME
+CA* +CA*
Crestere <2 mm
ETEO% 25922 350 34,0 1,0 32,0 31,7 0,3 2935  |fata de discul cu
. CEFOTAXIME
Crestere = 3 mm
ATCC 700603 282 22,7 55 27,1 20,9 6,2 17-25  |fata de discul cu
K. pneumoniae CEFOTAXIME

*AC: Acid clavulanic

100% din diametrele masurate se incadreaza in criteriile de acceptare.
100% din diametrele aferente CEFOTAXIME + CLAVULANIC ACID 30/10 ug (12012125) prezinta o crestere
acceptabilad a diametrului zonei pentru fiecare tulpina in comparatie cu CEFOTAXIME 30 pg (66368).
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