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1. AVSEDD ANVANDNING

Detta &r ett snabbt latexagglutinationstest som detekterar pBP2/
(kallas &ven PBPZa)7 i stafylokockisolater som hjélp vid identifiering
av meticillinresistenta gula stafylokocker (MRSA eller S. aureus) och
meticillinresistenta koagulasnegativa stafylokocker.

2. TESTPRINCIPER

Stafylokocker &r den framsta orsaken till nosokomiala och
omgivningsburna infektioner i hela vérlden®. Hos manga institutioner
ar cirka 25-50 % av alla S. aureus-strangar och 75 % av alla
koagulasnegativa stafylokocker (CoNS) meticillinresistenta®?. MRSA &r
sarskilt oroande efter vissa epidemiska strangar enkelt sprider sig och
koloniserar férsvagade patienter. Behandlingar av kdnsliga strangar
med peniccillinasresistenta penicilliner (PRP) rekommenderas,
eftersom betalaktampreparat absorberas littare av kroppsvétskor
och véavnader, orsakar farre biverkningar. De selekterar inte
vankomycinresistenta organismer. Darfor ar tillforlitlig identifiering
av meticillinresistens viktigt.

Strangar med S. aureus med minskad benégenhet till PRP
kategoriseras enligt féljande:

iii(i)  meticillinresistenta S. aureus (MRSA) som skapar
lagaffinitets-penicillinbindande protein PBPZ/, kodas med
mecA—genenz'5

ii(ii)  borderline meticillinresistenta S. aureus (BORSA), anses
allmént uppsta pa grund av hyperproduktion av typ A
betalaktamas™’

(iii)  strangar med modifierade PBP pa grund av &ndrad
penicillinbindande kapacitet eller hyperproduktion av PBP
(MODSA)"?. MODSA har endast isolerats ett fatal génger och
deras kliniska respons vid betalaktambehandling har inte
studerats helt. Det &r darfér som, med ett fatal undantag,
férekomsten av PBP2’ &r orsaken till meticillinresistens vid
behandling av infektioner med S. aureus och CoNS>®,

Den meticillinresistenta fenotypen kan vara mycket heterogen, vilket
gor det svart att upptédcka den med konventionella testmetoder for
antimikrobiell bendgenhet, till exempel Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), disk- och agartest. Precisionen hos den har
sortens metoder beror pa storleken pé inokulum, inkubationstiden
och temperaturen, mediet, PH-vérdet, saltkoncentrationen och andra
faktorer®. Dessutom kraver dessa odlingsmetoder 24 timmars
inkubation fér korrekta resultat. CONS ger ofta lagre mangder pBP2’
och behover induktion via exponering for en av PRP:erna for att ge
tillrécklig produkt for detektion>**2,

Tack vare sin precision, har detektion av mecA-genen ansetts vara
den basta metoden for bestdmning av meticillinresistens, men
metoden r arbetskrévande och kostsam™. Férdelen med Oxoid
PBP2 -latextest &r omedelbar detektion av PBPZ/-protein inom kort
tid med minimal arbetsinsats. Metoden kan ha @nnu hogre precision
an detektion av mecA-genen, eftersom falska positiva resultat inte
uppstar i strangar med mecA men som inte kan producera genens
proteinprodukt. Dessutom upptécker inte testet strangar som dr
hyperproducenter av betalaktamas eller PBP.

Oxoid PBP2/-testet har utvarderats dver hela varlden och utmarkt sig
med hog kanslighet och specificitet"'s'n.

Latexpartiklar som har sensitiviserats med monoklonala antikroppar
mot PBP2/ reagerar specifikt med meticillinresistenta stafylokocker
och orsakar en agglutination som kan ses med blotta 6gat.
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SATSENS KOMPONENTER

5. FORSIKTIGHETSATGARDER

Endast for in vitro-diagnostik.

Uppvarmningstiden bor vara tre minuter. Ldngre uppvarmning

an fem minuter kan leda till férsamrad kanslighet. Kortare
uppvarmning dn en minut kan orsaka ospecifik agglutination.

Nar supernatanten avldgsnas for anvandning i test efter
centrifugering kan pipetten avlagsnas forsiktigt for att undvika fasta
dmnen pa provrorets botten. Medféljande fasta @mnen kan leda till
ospecifik agglutination. Skaka latexreagenserna ordentligt s att de &r
homogent uppldsta fére anvandning.

Reagenserna innehaller 0,095% natriumazid som
konserveringsmedel. Natriumazid &r giftigt och kan reagera med bly-
eller kopparrér sa att explosiva metallazider kan uppsta. Spola med
rikliga méangder vatten vid bortférande av avfall fér att undvika
azidbildning i vattenledningar.

Hantera provmaterialen med lampliga sdkerhetsrutiner, da de kan
innehélla patogena organismer. Extraktionen dédar inte
noédvandigtvis alla bakterier. Darfor maste extraktet hanteras enligt
samma rutiner.

Extraktionsreagenserna 1 och 2 innehéller en svag syra och ett milt
hudirriterande @mne. Undvik direktkontakt genom att anvanda
ldmplig skyddsutrustning. Spola omedelbart med rikliga mangder
vatten om materialet kommer i kontakt med hud, slemhinnor eller
Sgon.

6. FORVARING

3. Stall provréret i kokande vatten eller i ett varmeblock (OVER 95 °C)
och vdrm i tre minuter.

4. Avlagsna mikrocentrifugréret och lat svalna i rumstemperatur.

5. Tillsatt en droppe extraktionsreagens 2 i provréret och blanda val.

6. Centrifugera vid 1500 x g i fem minuter (till exempel

3000 varv/minut vid 15 cm rotationsradie eller 4 500 varv/minut
vid 4,5 cm rotationsradie). Anvand den supernatanten till testet.

Metod for latexagglutination

1. Mirk en cirkel pa testkortet med for test med Test Latex och
ytterligare en for test med Kontrollatex for varje supernatant som
ska testas.

2. Blanda latexreagenserna vél genom att skaka dem grundligt, s& att
latexen ar jamn fore varje anvandning. Tillsatt en droppe Testlatex
eller Kontrollatex i varje markt cirkel.

3. Tillsatt 50l supernatant i testcirkeln och kontrollcirkeln. Var noga
med att undvika provdroppen. Blanda latex och supernatant
noggrant i varje cirkel med en blandningsstav.

4. Lyfta och vagga kortet i tre minuter. Leta efter agglutination under
vanliga ljusférhéllanden. Anteckna resultaten for testen och
kontrollerna.

5. Bortskaffa reaktionskortet enligt sakra rutiner for bortskaffning av
smittfarligt avfall.

11. UTTYDA OCH TOLKA RESULTAT

Forvara satsen vid 2-8 °C. Vid dessa
forhallanden forblir reagenserna reaktiva tills
utgangsdatumet pa forpackningen.
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7. KONTROLLRUTINER

Foljande kontrollrutiner maste utféras fér varje nytt parti av satsen
samt en gang i veckan darefter.
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. Positiv kontroll
Anvand en kdand MRSA-strang, till exempel ATCC® 43300 (Thermo
Scientific Culti-Loops™ R4609022). F6lj metoden som anges i
testrutinen. Kontrollera att agglutination uppstar inom 3 minuter.

N

. Negativ kontroll
Anvand en kand meticillinkénslig gul stafylokockstrang (MSSA), till
exempel ATCC® 25923 eller ATCC® 29213, (Thermo Scientific
Culti-Loops® R4607010 eller R4607011). Folj metoden som anges i
testrutinen. Kontrollera att ingen agglutination uppstar inom
3 minuter. Anvand inte testet om reaktionerna med
kontrollorganismerna &r felaktiga.

3. Anvdnd inte satserna efter deras utgangsdatum.

8. VIKTIG INFORMATION OM METODER

Agglutionation visas for Testlatex
men inte Kontrollatex inom
3 minuter

PBP2’-positiv (MRSA)

Ingen agglutination i ndgon
latexreagens inom 3 minuter

PBP2’-negativ (MSSA)

Agglutionation visas for Obestambar

Kontrollatex inom 3 minuter

Styrkan hos agglutinationen

Negativ (-) = en homogen partikelsuspension utan synbar
klumpbildning

Svag positiv (+) =sma, men tydliga klumpar mot grumlig
bakgrund

Stark positiv (+) = stora och sma klumpar mot nagot grumlig
bakgrund eller stora klumpar mot en
mycket tydlig bakgrund.

Obs: Ibland kan negativa reaktioner vara korniga eller reaktioner vara

tradiga. | dessa fall kan bakgrundens grumlighet anvandas till att

tolka resultaten. En mycket grumlig bakgrund pavisar ett negativt
resultat och en genomskinlig bakgrund ska tokas som ett positivt
resultat.

12. BEGRANSNINGAR

Undvik att reagenserna kontamineras genom att se till att
droppipetten inte vidrér provet pa reaktionskortet. Kontrollera att
korkarna sitter sékert efter anvandning, sa att proverna inte torkar
eller kontamineras. Stall tillbaka satsen i kylférvaring efter
anvandning och kontrollera att kolvarna star lodratt.

9. FORBEREDNING AV ODLING

DR0901 Testpartiklar av syntetisk latex som
har sensitiviserats mot PBP2’ med en
monoklonal antikropp.

DR0902 Kontrollpartiklar av syntetisk latex
med kaninantikropp, sensitiviserat med
monoklonal antikropp fran samma
lgG-undergrupp, som inte visar reaktivitet med
S. aureus-protein

DR0903 Extraktionsreagens 1

TEST LATEX

CONTROL LATEX
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EXTRACTION DR0904 Extraktionsreagens 2
REAGENT

Testkort
Blandningsstavar
Bruksanvisning
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ERFORDERLIGT MATERIAL SOM EJ MEDFOLIER

* Mikropipett och spetsar (50 pl)

* Inokulationségla (Sul/1ul)|

* Kokande vattenbad eller varmeblock

* Centrifug (1500 x g)

* Mikrocentrifugrér (sidkerhetslas)

* Lampligt laboratoriedesinficeringsmedel

Kolonierna kan testas fran nedanstdende odlingsmedier:

Tryptone Soya Agar (tryptisk soyaagar) med 5 % farblod (TSA-blod),
Columbia Agar med 5 % farblod, Mueller-Hinton Agar. Vi
rekommenderar att farska (18—24 h) kulturer anvands. Kulturer som
dr 24-48 timmar gamla kan anvandas om det dr nédvandigt for att
uppna tillrécklig odling. Prestandakarakteristikan i det har
dokumentet skapades med dessa medier i samband med anmélan till
North American Food and Drugs Administration. Testdata visar att
testet dven ar effektivt med S. aureus-kolonier fran Tryptone Soya
Agar och Columbia Agar med 5 % héstblod, Iso-Sensitest Agar och
DSTA. Dessa medier &r vanligare i Europa &n i Nordamerika, vilket ar
anledningen till att de inte anvandes i undersdkningarna som
skapade datan i avdelningen Prestandaegenskaper.

Sarskilda krav:

PBP2/-test bor endast utféras pa stafylokockarter (Grampositiva
kocker). Utfor ett koagulastest eller motsvarande for att avgéra om
isolaten &r S. aureus eller nagon annan stafylokockart.

Forberedelse av inokulum:

S. aureus kan testas pa vilisolerade kolonier pa den primara
isoleringsplattan om odlingen &r tillrackligt utvecklad, eller fran en
subkultur av isolatet. Ovriga mikrobiomer pa plattan har inte visats
stora testet. En induktion ar nddvéandig for koagulasnegativa
stafylokocker for att de ska producera tillrackliga mangder pBP2.

1. Forbered en |6sning med organismen som motsvarar 1
McFarland-standard och stryk pa ett TSA-skikt med blod, Columbia
Blood Agar eller Mueller-Hinton Agar. Alternativt, inokulera
agarplattan med flera kolonier och pastryk fyra kvadranter.

N

. Placera en oxacillindisk (1 pg/ml) pa organismskiktet eller p& den
primédra inokulumkvandranten.
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. Inkubera vid 37 °C i minst 24 timmar, men inte ldngre an
48 timmar.

Observera: Utfér inte testet om odlingen inte har utvecklats
tillrdckligt. Annars kan falska negativa resultat uppsta. Hamta alltid
organismer nara disken.

10. TESTMETOD

Obestdambara resultat bér testas pa nytt med ett farskt extrakt. Om
resultatet &r obestambart dven vid det andra testet maste
meticillinresistensen bestimmas med andra metoder. Falska negativa
resultat kan uppsta om en for liten odling anvands for testet. | dessa
fall bor testet upprepas med mer odling.

Verkligt positiva resultat har vanligtvis starka reaktioner. Falska
positiva reaktioner har uppstatt vid ett fatal fall, men &r vanligtvis
begransade till svaga reaktioner. Dessa resultat kan verifieras genom
att testa pa nytt med en farsk odling.

Modifierad S. aureus (MODSA) och borderline resistenta
S. aureus-strangar (BORSA) har inte PBP2’ och férvintas inte reagera i
detta test.

Vissa organismstrangar har laga meticillinresistensnivaer eller,
i sallsynta fall, producerar PBP2’ i sma mangder, vilket ger ett falskt
negativt resultat.

P& grund av kanslighets- och specificitetsbegransningar hos
CLSI-bendgenhetstestmetoderna for koagulasnegativa stafylokockerg,
i synnerhet fér andra strangar an Staphylococcus epidermidis, kan
resultaten med PBP2/-testet awvika fran resultaten hos ett
standardbenégenhetstest. Strangar med MIC pa 2 0,5 pg/ml bor
anses meticillinresistenta, oberoende av PBP2/-testresultaten.

13. PRESTANDAKARAKTERISTIKA

-

. Oxoids latexagglutinationstest for penicillinbindande protein har
utvdrderats i fyra geografiskt spridda laboratorier med farska
kliniska isolater av gula stafylokocker. 201 isolater testades med
NCCLS metoder och med Oxoid PBP2'-tester for alla tre medier. En
svag falsk positiv Oxoid Latex-reaktion (negativ vid upprepning)
patraffades fran TSA med blod. Samtliga positiva reaktioner var
starka, utom 3 svaga (men positiva) reaktioner fran
Mueller-Hinton Agar. Kénsligheten i LAtex-testet vid bestamning
av MRSA for varje medium var 100 %, specificiteten var 99 % for
TSA med blod och 100 % for test fran samtliga andra medier.

Resultat fran test med 201 férska kliniska isolat av S. aureus fran 4
laboratorier:

MRSA | BORSA® | MSSA
Antal testade 68 3 130
Odling pa Oxacillin Salt Agar (NCCLS) 68 0 0
MIC 2 4 pg/ml (NCCLS) 68 0 0
Positiv Latex fran TSA-blod 68 0 1(1)®
Positiv Latex fran Columbia-blod 68 0 0
Positiv Latex fran Mueller-Hinton 68 (3)B 0 0

PBP2/ extraktionsmetod

1. Tillsatt fyra droppar extraktionsreagens 1 i ett mikrocentrifugror.

2. Cirka 1,5x 10° (3-5 pl) celler bor testas. Du kan gora detta med en
steril 5 pl-6gla sé att en tillrécklig méngd odling avldgsnas och
fyller 6glans inre omkrets. Det gar dven att anvanda en steril
1 pl-6gla till att avladgsna flera kolonier och avlégsna en ragad 1
mm ogla som tacker dglans yttre omkrets. Upplds testkulturen i
mikrocentrifugréret. Vortex-blanda om klumpar bildas. Lésningen
bor vara synbart grumlig.

AMIC var 2pg/ml och mecA var negativt.

® Antal svaga reaktioner visas inom parentes.




2. Test av utmanande stréngar av S. aureus i tre spridda geografiska
omraden:
Tre laboratorier undersokte en uppsattning med tidigare
insamlade strangar S. aureus och jamforde resultat fran pBP2’
med NCCLS-metoder fér MRSA-bestamning. Sammanlagt 724
strangar testades fran TSA med blod. Kénsligheten fér Oxoid
PBP2-testet var 98,5 % och specificiteten var 100%. Kansligheten
for agartestet och MIC-metoderna var 98,7 % och 99,2 %, och
specifiteten var 90,0 % respektive 88,7 %. Tvd MODSA-strangar
testades separat. Bada stréangarna gav ett negativt resultat med
Latex-testet.
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. Test med koagulasnegativa stafylokocker
Tva laboratorier testade koagulasnegativa stafylokocker fér pBP2/
efter induktion med oxacillindiskar. Ett laboratorium testade 115
meticillinresistenta strangar och 45 meticillinbenagna strangar,
inklusive 58 farska kliniska isolat. Kansligheten var 96,5 % for test
med TSA-blod och 95,6 % for Mueller-Hinton Agar. Specificiteten
var 100 % for test med TSA-blod och 98 % for Mueller-Hinton
Agar. Det var svérare att uppna ett bra inokulum med
Mueller-Hinton Agar. Det andra laboratoriet testade 212
meticillinresistenta strangar och 203 meticillinbenagna strangar
med en kdanslighet pa 99,5 % och specificitet pa 99,5 % med en
odling pa Columbia Agar for inokulum.

4. Reproducerbarhet
Tio olika vélbestamda S. aureus-strangar (3 MRSA, 3 MSSA, 3
BORSA och 1 MODSA) skickades till tre geografiskt spridda
laboratorier dér varje strang testades 5 ganger med kodad och
blindad metod. Samtliga 150 testresultat 6verensstaimde med de
forvantade resultaten for 100 % reproducerbarhet. De tre
mecA-positiva strdngarna var positiva vid varje test (45/45 test).
De tre MSSA-strangarna och de tre BORSA-strangarna gav
negativa resultat vid varje test (90/90 test). MODSA-strangen hade
ett MIC pa 16pg/ml for oxacillin och gav ett negativt resultat i
Oxoid Latex-testet vid varje test (15/15 test), i verensstimmelse
med férvantningarna.
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15.  SYMBOLFORKLARING

Katalognummer

Medicinsk enhet for in Vitro -diagnostik

Lés bruksanvisningen

7{ Temperaturbegransningar

Innehaller tillrackligt for <N> test

Partikod

]

Bist fére (utgdngsdatum)

Tillverkare

E

ATCC Licensed

Derivative

ATCC Licensed Derivative Emblem™,
ATCC Licensed Derivative word mark® och ATCC-katalogmarket &r
varumarken som tillhér ATCC. Oxoid Limited. har licens for att
anvéanda dessa varumarken och silja produkter som har deriverats
fran ATCC®-kulturer.
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