Penisilin Baglayici
Protein (PBP2’) Lateks
Aglutinasyon Testi
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1. KULLANIM AMACI

Bu test, metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokoklari tanimlamakta bir
yardimci olarak Staphylococcus izolatlarinda pap2’/ (PBP2a olarak da
adlandlrlllr)7 saptanmasinda kullanilan hizli bir lateks aglutinasyon
tayinidir.

2. TEST PRENSIPLERI

Stafilokoklar, diinya ¢apinda hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin
énde gelen bir nedenidir’. Birgok kurumda S. aureus suglarinin yaklagik
%25 ila %50'si ve koagiilaz negatif stafilokoklarin (CoNS) yaklagik %75'i
metisiline karst direnglidiru. MRSA, belirli epidemik suslarin zayif diisen
hastalarda kolayca yayilmasi ve koloni olusturmasi nedeniyle 6zel ilgi
konusudur. Beta-laktam ilaglarin viicut sivilarina ve dokulara daha kolay
absorbe edilmesi, tedavi kaynakli daha az komplikasyona neden olmasi
ve vankomisine direngli organizmalarda segici olmamasi sebebiyle,
duyarli suglarin penisilinaza direngli penisilinlerle (PRP) tedavisi tercih
edilir. Metisilin direncinin giivenilir bir sekilde tanimlanmasi bu nedenle
onemlidir.

PRP'ye karsi duyarliligi diisiik olan S. aureus suslari agagidaki sekilde
kategorize edilir:

iii(i)  mecA geni tarafindan kodlanan, dustik afiniteli penisilin
baglayici pBP2/ proteinini Ureten metisiline direngli S. aureus
(MRSA)*®

ii(ii)  Genel olarak tip A - beta- laktamazin agiri iretiminden
kaynaklandigi diistnilen, metisiline sinirda direng gésteren
S. aureus (BORSA)10

(iii) degisen penisilin baglama kapasitesi veya asiri PBP Uretimi
kaynakl olarak modifiye PBP'lere sahip suslar (MODSA)"?.
MODSA yalnizca nadiren izole edilmis olup beta-laktam
tedavisine verdikleri klinik yanit yeterince incelenmemistir.
Dolayisiyla klinik amaglar dogrultusunda, S. aureus ve CoNS
enfeksiyonlarinin tedavisinde metisilin direncinden ender
istisnalar ile PBP2’ mevcudiyeti sorumludur®®.

Metisiline direngli fenotip yiiksek derecede heterojen olabilir; bu da
Minimum inhibe Edici Konsantrasyon (MIC), disk ve agar tarama testi
gibi geleneksel antimikrobiyal duyarlilik testi yontemleriyle
saptanmasini guglestirir. Bu yontemlerin dogrulugu inokilum
buytklugu, inkiibasyon stiresi ve sicakhig, ortam, pH, tuz
konsantrasyonu ve diger faktorlerden etkilenir®®. Ayrica bu kiiltiir
yontemleri dogru sonuglarin elde edilmesi igin 24 saatlik inkiibasyon
gerektirir. CONS ¢ogunlukla daha az miktarda PBP2’ iretir ve
saptanmak tizere yeterli tirtini Gretmesi icin PRP'lerden birine maruz

birakilarak harekete gegirilmesi gerekirz's'u.

mecA geninin saptanmasi, dogrulugu dolayisiyla metisilin direncinin
tespitinde altin standart olarak kabul edilmistir, ancak bu yontem
gergeklestirilmesi pahali ve emek yogun bir yéntemdirl’s. Oxoid PBP2’
Lateks Testi, minimum emek sarf edilerek hizli bir zaman diliminde,
pBP2’ proteinini dogrudan saptama avantajina sahiptir. mecA iceren
ancak bu genin protein trlniini tretemeyen suslarla yanls pozitif
sonuglar ortaya gikmayacagindan, mecA geninin saptanmasindan
dahi daha dogru olma potansiyeline sahiptir. Ayrica bu tayin agiri
beta-laktamaz veya PBP Ureticileri olan suslari saptamaz.

Oxoid PBP2/ testi 6nceden diinya capinda degerlendirilmis olup
yuksek hassasiyet ve 6zgilliige sahip oldugu kanltlanm|§t|r4'5'“A

PBPZ"ye karsi monoklonal bir antikor ile duyarlilastirilan lateks
partiklleri 6zellikle metisiline direngli stafilokoklarla reaksiyona
girerek agliitinasyonun giplak gézle gortintr olmasina neden
olacaktir.

3. KIiTiN BILESENLERI

Bu uriin yalnizca in vitro tani amagh kullanima y6neliktir.

Isitma suresi t¢ dakika olmalidir. Bes dakikadan daha uzun stire
1sitmak hassasiyette azalmaya neden olabilir. Yalnizca bir dakika veya
daha kisa stire 1sitmak ise spesifik olmayan aglutinasyona neden
olabilir. Santrifiiju takiben testte kullaniimak Gzere Ust fazin alinmasi
sirasinda, tiiptin dibinde kati madde kalmasini 6nlemek igin pipeti
dikkatli bir sekilde gekin. Kati maddenin tasinmasi spesifik olmayan
aglutinasyona neden olabilir. Kullanmadan 6nce homojen bir
suispansiyon olugturmak igin Lateks Reaktiflerini iyice calkalayin.

Reaktifler koruyucu olarak %0,095 sodyum azit igerir. Sodyum azit
toksiktir ve kursun ya da bakir tesisat ile reaksiyona girerek temas
detonasyonuyla patlayici hale gelebilen metal azitleri Gretebilir.
Tesisatta azit birikimini 6nlemek igin atiklari bosalttiktan hemen
sonra bol miktarda su akitin.

Numune materyalleri patojenik organizmalar igerebileceginden
uygun 6nlemleri alarak islem yapin. Ekstraksiyon prosediri
bakterileri 8ldirmeyebilir; bu nedenle ekstrakt Gzerindeki islemler
ayni 6nlemlerle yuratilmelidir.

Ekstraksiyon Reaktifi 1 ve 2, hafif bir tahris edici madde ve zayif bir
asit igerir. Uygun koruyucu ekipman kullanmak suretiyle dogrudan
temastan kaginin. Materyalin deri, mukoz membranlar veya gozlerle
temas etmesi halinde temas boélgesini derhal bol suyla yikayin.

6. SAKLAMA

Kiti 2-8°C'de muhafaza edin. Bu kosullar altinda
reaktifler kutu tizerinde belirtilen son kullanma
tarihine kadar reaktifliklerini korurlar.
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7. KONTROL PROSEDURLERI

Her yeni kit lotu igin ve sonrasinda haftalik olarak asagidaki kontrol
prosediirleri gergeklestiriimelidir.

1. Pozitif Kontrol
ATCC® 43300 (Thermo Scientific Culti-Loops™ R4609022) gibi
bilinen bir MRSA susu kullanin. Test prosedriinde belirtilen
yontemi takip edin. 3 dakika iginde agliitinasyon meydana
geldiginden emin olun.

N

. Negatif Kontrol
ATCC® 25923 veya ATCC® 29213 (Thermo Scientific Culti-Loops®
R4607010 veya R4607011) gibi bilinen bir Metisiline Duyarli
Staphylococcus aureus (MSSA) susu kullanin. Test prosedirinde
belirtilen yontemi takip edin. 3 dakika iginde herhangi bir
aglutinasyon meydana gelmediginden emin olun. Kontrol
organizmalariyla olan reaksiyonlar hataliysa testi kullanmayin.

3. Son kullanma tarihleri gegen kitleri kullanmayin.

8. ONEMLi PROSEDUR NOTU

peP2’ Ekstraksiyon Prosediirii

. Bir mikrosantrifuj tiptine dort damla Ekstraksiyon Reaktifi 1
ekleyin.

. Yaklasik 1,5 x 10° (3-5 pl) hiicre test edilmelidir. Bu, 5 pl'lik steril bir

lup kullanilarak, lupun i¢ ¢apini doldurmaya yetecek kadar

¢ogalmis koloninin gikarilmasiyla elde edilebilir. Alternatif olarak

1 pl'lik steril bir lup kullanilarak birkag koloni gikarilabilir ve lupun

dis capini kaplayan 1 mm yiiksekliginde yigil bir lup dolusu gekip

cikarilabilir. Test kulttrtini mikrosantrifuj tipd iginde stispansiyon

haline getirin. Kimelenmeler mevcut ise vorteks yaparak karistirin.

Son derece bulanik bir sispansiyon goriinur hale gelmelidir.

Tipl kaynar su veya isitma blogu (95°C'NiN UZERINDE) igine

yerlestirin ve U¢ dakika boyunca isitin.
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. Mikrosantrifiij tiiptini gikarin ve oda sicakligina gelene kadar
sogumaya birakin.

w

Tiip igine bir damla Ekstraksiyon Reaktifi 2 ekleyin ve iyice karistirin.

Bl

1500 x g'de bes dakika boyunca santriftij uygulayin (yani 15 cm'lik
rotasyon yarigapinda 3000 devir/dakika veya 4,5 cm rotasyon
yarigapinda 4500 devir/dakika). Test igin Gst fazi kullanin.

Lateks Agliitinasyon Prosediirii

1. Test edilecek her bir st faz igin, bir test karti dairesini Test Lateksi
ile test igin, baska bir test karti dairesini ise Kontrol Lateksi ile test
icin etiketleyin.

N

. Lateks reaktiflerini kuvvetli calkalama ile iyice karistirarak lateksi
her kullanimdan 6nce piiriizstzlestirin ve etiketlenen her bir
daireye bir damla Test Lateksi veya Kontrol Lateksi ekleyin.

w

. Topaklasmayi 6nlemeye dikkat ederek Test dairesine ve Kontrol
dairesine 50 pl tist faz koyun. Bir karistirma gubugu ile her bir
dairedeki lateksi ve Ust fazi tamamen karistirin.

I

. Karti alip en fazla ti¢ dakika boyunca sallayin ve normal 151k
kosullari altinda aglutinasyon olup olmadigini inceleyin. Test ve
kontrol reaksiyonlarinin sonuglarini kaydedin.

o

. Reaksiyon kartini givenli bir sekilde dezenfektan veya enfeksiyoz
atik yerine atin.

11. SONUCLARIN OKUNMASI VE YORUMLANMASI

3 dakika iginde Test Lateksinde
aglutinasyon gorilur, Kontrol
Lateksinde goriilmez

PBP2 Pozitif (MRSA)

3 dakika iginde iki Lateks
Reaktifinde de higbir aglitinasyon
gorilmez

PBP2 Negatif (MSSA)

3 dakika iginde Kontrol Lateksinde  |Belirsiz

aglitinasyon gorilur

Damlalik ucunun reaksiyon karti tizerindeki numuneye degmesiyle
reaktiflerin kontamine hale gelmesine izin vermeyin. Kontaminasyonu
ve reaktiflerin kurumasini nlemek igin kullandiktan sonra kapaklari
sikica kapattiginizdan emin olun. Kullandiktan sonra kiti, siselerin dik
pozisyonda saklanmasina dikkat ederek sogutucuya geri koyun.

9. KULTURUN HAZIRLANMASI

DR0901 Test, PBPZ/'ye karsi bir monoklonal
antikor ile duyarlilastirilan sentetik lateks
partikulleri

DR0902 Kontrol, S. aureus proteinleriyle higbir
reaktivite géstermeyen ayni IgG alt sinifina ait
bir monoklonal antikor ile duyarlilastirilan
tavsan antikoru ile kapli sentetik lateks
partikulleri
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GEREKLi OLAN ANCAK SAGLANMAYAN MALZEMELER
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* Mikropipet ve uglari (50 pl)

* Mikrobiyolojik luplar (5 pl/1 pl) |

* Kaynar su banyosu veya isitma blogu
*  Santriftj (1500 x g)

o Mikrosantriftij tupleri (kilit sistemli)
* Uygun laboratuvar dezenfektani

Asagidaki kulttr ortamlarinin herhangi birinden alinan koloniler test
edilebilir:

%5 koyun kani (TSA kani) igeren Tryptone Soya Agar (Triptik Soya
Agari), %5 koyun kani igeren Columbia Agar, Mueller-Hinton Agar.
Taze (18-24 saatlik) klttirlerin kullanilmasi tavsiye olunur. Ancak
yeterli bliyime elde edilmesi gerekiyorsa 24-48 saatlik kulturler de
test edilebilir. Bu kitapgikta alintilanan performans verileri, Kuzey
Amerika Gida ve ilag idaresi'ne (North American Food and Drugs
Administration) yapilan sunumun bir pargasi olarak bu ortamlar
kullanilarak olusturulmustur. Dosyadaki veriler, testin ayni zamanda
%5 at kani igeren Tryptone Soya Agar ve Columbia Agar, Iso-Sensitest
Agar ve DSTA'dan elde edilen S. aureus kolonileriyle de etkili
oldugunu gostermektedir. Bu ortamlar Avrupa'da yaygin olarak
kullaniimakta ancak Kuzey Amerika'da kullanilmamaktadir; bu yizden
Performans Ozellikleri béliimiinde gosterilen verileri olusturmak igin
kullanilan galismalarda s6z konusu ortamlar kullaniimamistir.

Ozel gereklilikler:

PBP2 testi yalnizca Staphylococcus turleri (Gram pozitif koklar)
tizerinde gergeklestirilmelidir. izolatin, S. aureus veya bagka bir
Staphylococcus tiirii olup olmadigini belirlemek amaciyla koagtilaz
testi veya esdeger bir test gergeklestirilmelidir.

inokiilum hazirlama:

S. aureus igin test, yeterli bliyime varsa primer izolasyon plakasinda
iyi izole edilmis kolonilerle ya da izolatin bir alt kiiltiirtyle
gergeklestirilebilir. Plaka tizerinde mevcut olan baska
mikrobiyotalarin tayini etkiledigine dair herhangi bir kanit
gosterilmemistir. Koagiilaz negatif stafilokoklarda yeterli pBP2’
tretimi igin bir induksiyon gereklidir.

[N

. Organizmanin 1 McFarland standardina esdeger bir besi yeri
suspansiyonunu hazirlayin ve kan igeren TSA, Columbia Kan Agari
veya Mueller-Hinton Agar Uzerine gizgi halinde ekim yapin.
Alternatif olarak agar plakasini birkag koloni ile inokiile edin ve
dort bolgeye gizgi halinde yayin.

N

. Organizma ekimi yapilan yer tizerine veya dortte birlik ana
inokiilum bélgesi tizerine bir oksasilin diski (1 pg/ml) yerlestirin.

w

En az 24 saat boyunca ancak 48 saatten uzun olmayacak sekilde
37°C'de inkiibe edin.

Dikkat: Yanlis negatif sonuglari énlemek igin, yeterli inokilum elde
edilmeden testi gergeklestirmeyin. Organizmalari daima diske yakin
yerden hasat edin.

Agliitinasyon reaksiyonunun kuvveti

Negatif (-) = gorunur kiimelenme icermeyen homojen bir
partikul stispansiyonu
Zayif pozitif (+) = bulanik bir arka planda kiigiik ancak belirgin

kiimeler

= hafif bulanik bir arka planda buyuk ve kiigiik
kiimeler veya son derece berrak bir arka
planda biiyik kimeler.

Gl pozitif (+)

Onemli Not: Arada sirada negatif reaksiyonlar ince bir graniiler
goriinime sahip olabilir ya da reaksiyonlar ince gizgiler halinde
olabilir. Bu gibi durumlarda sonucun yorumlanmasinda arka planin
berraklik derecesi kullaniimalidir. Opak bir arka plan negatif bir
sonuca isaret eder, berrak bir arka plan ise pozitif bir sonug olarak
yorumlanmalidir.

12. SINIRLAMALAR

Belirsiz sonuglar taze bir ekstrakt ile yeniden test edilmelidir. Yeniden
test sonrasinda sonug tekrar belirsiz ¢ikarsa, metisilin direnci diger
yontemlerle belirlenmelidir. Test igin yetersiz kiltur kullaniimasi
halinde yanlis negatif sonuglar ortaya gikabilir. Bu gibi durumlarda
test yeterli kiltiirle tekrarlanmalidir.

Gergek pozitif sonuglar genellikle giiglii reaksiyonlara sahiptir. Yanhs
pozitif reaksiyonlarin nadiren meydana geldigi bilinmektedir ancak
bunlar genellikle zayif reaksiyonlarla sinirlidirlar. Béyle sonuglar taze
bir kultiir ile yeniden test gergeklestirerek dogrulanabilir.

Modifiye S. aureus (MODSA) ve sinirda direngli S. aureus (BORSA)
suslar PP/ icermez ve bu tayinde reaksiyon gostermeleri
beklenmez.

Bazi organizma suslari, diisiik diizeyde metisilin direncine sahip
olabilir ya da nadir durumlarda az miktarda pBP2/ retebilir; bunlar
yanlis negatif bir sonug verirler.

Koagtilaz negatif stafilokoklara yonelik CLSI duyarllik testi
yontemlerinin hassasiyeti ve 6zgullugiindeki sinirlamalar® nedeniyle,
ozellikle Staphylococcus epidermidis disindaki suslarda, pBP2’ tayini
ile elde edilen sonuglar standart duyarlilik testlerinin sonuglariyla
uyusmayabilir. 20,5 ug/ml MIC'lere sahip suslar, PP/ tayini
sonuglarina bakilmaksizin metisiline direngli kabul edilmelidir.

13. PERFORMANS OZELLIKLERi

1. Oxoid Penisilin Baglayici Protein Lateks Aglitinasyon Testi, cografi
olarak farkl dort laboratuvarda taze Staphylococcus aureus klinik
izolatlari kullanilarak degerlendirilmistir. Ug ortamin her birinden
elde edilen 201 izolat, NCCLS yéntemleriyle ve Oxoid PP/ testiyle
test edilmistir. Kanh TSA ile bir zayif yanlig pozitif Oxoid Lateks
reaksiyonu (tekrarlandiginda negatif) tespit edilmistir.
Mueller-Hinton Agar'dan elde edilen 3 zayif (ancak pozitif)
reaksiyon harig tim pozitif reaksiyonlar giglii gtkmistir. Lateks
testinin her bir ortamda MRSA saptanmasina iligkin hassasiyeti
%100'dur; ozgullik kanli TSA igin %99 ve diger tim ortamlardaki
testler igin %100 bulunmustur.




201 taze S. aureus klinik izolatinin 4 laboratuvarda test 15.  SEMBOLLERIN ACIKLAMASI

edilmesinden elde edilen sonuglar: Katalog Numarasi

MRSA | BORSA® | MSSA
Test edilenlerin sayisi 68 3 130 |VD in Vitro Tani Amagl Tibbi Cihaz
Oksasilin Tuz Agar'da (NCCLS) Blylime 68 0 0
MIC 24 pg/ml (NCCLS) 68 0 0 [:[H Kullanim Talimatlarina (IFU) Bagvurun
TSA Kanindan elde edilen Pozitif Lateks | 68 0 1(1)° P
Columbia Kanindan elde edilen Pozitif J{ Sicaklik Sinirlamalari (Saklama sicak.)
68 0 0
Lateks
" By X - <N> test icin yeterli icerige sahiptir
Mueller-Hinton'dan elde edilen Pozitif B N
Lateks 68 (3) 0 0

A . Seri Kodu (Lot Numarasi)
MIC'ler 2 pug/ml ve mecA negatif bulunmustur.

& Zayif reaksiyonlarin sayisi parantez iginde gosterilmistir. Son Kullanma Tarihi

2. Cografi olarak iig farkh bélgede S. aureus duyarhlik (chall

=
) <
-

suglarinda yapilan testler: “

s imalatgi
Ug laboratuvarin her biri daha énceden toplanmis S. aureus

suslarindan olusan bir seti incelemis ve pBP2/ sonuglarint MRSA
tespitine iliskin NCCLS yontemleriyle karsilastirmigtir. Kanl
TSA'dan toplam 724 sus test edilmistir. Oxoid PBP2/ testinin
hassasiyeti %98,5, 6zgulligi ise %100 bulunmustur. Agar tarama

ve MIC yontemlerinin hassasiyetleri %98,7 ve %99,2, 6zglliikleri
ise %90,0 ve %88,7 bulunmustur. Ayrica iki MODSA susu ayri ayri
test edilmistir; her iki sus da Lateks testiyle negatif bir sonug
vermistir.

ATCC Licensed \*
Derivative
ATCC Licensed Derivative Amblemi™,

ATCC Licensed Derivative marka ismi® ve ATCC katalog markalari
ATCC'nin ticari markalaridir. Oxoid Limited, bu ticari markalar
kullanmak ve ATCC® kiiltiirlerinden ttiretilen tirtinleri satmak igin

lisansa sahiptir.
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3. Koagiilaz negatif stafil In testi
iki laboratuvarda koagiilaz negatif stafilokoklar oksasilin diskleri ile
induksiyon sonrasinda pBP2’ agisindan test edilmistir. Bir
laboratuvarda, 58 taze klinik izolat dahil olmak tGzere 115 adet
metisiline direngli sus ve 45 adet metisiline duyarli sus test
edilmistir. Hassasiyet, TSA kaniyla yapilan testte %96,5,
Mueller-Hinton Agar ile yapilan testte ise %95,6 bulunmustur.
Ozglillik, TSA kaniyla %100, Mueller-Hinton Agar ile %98
bulunmustur. Mueller-Hinton Agar ile iyi bir inoktlum elde ‘
edilmesi daha zor olmustur. ikinci laboratuvarda inokiilum igin
Columbia Agar uzerinde blytme kullanilarak 212 adet metisiline
direngli sus ve 203 adet metisiline duyarli sus test edilmis olup
hassasiyet %99,5 ve 6zgiillik %99,5 bulunmustur.

Basildig1 yer: ingiltere

Oxoid Limited,
Wade Road,
Basingstoke,
Hampshire, RG24 8PW
ingiltere
Teknik yardim igin lutfen yerel dagitimcinizla iletisim kurun.
4. Tekrarlanabilirlik

Birbirinden farkli on adet iyi karakterize edilmis S. aureus susu

(3 MRSA, 3 MSSA, 3 BORSA ve 1 MODSA), her bir sug kodlanarak

ve kimligi karartilarak 5 kez génderilmek tizere cografi olarak farkl

¢ laboratuvara gonderilmistir. 150 test sonucunun timi

%100 tekrarlanabilirlik agisindan beklenen sonuglarla uyusmustur.

Ug mecA pozitif susu, test edildikleri her seferde pozitif sonug

vermistir (45/45 test). Ug MSSA ve (i BORSA susu, test her

gergeklestirildiginde negatif sonuglar vermistir (90/90 test).

MODSA suslarinin oksasiline karsi 16 pg/ml'lik bir MIC'ye sahip

oldugu gorilmis ve bu suslar Oxoid Lateks Testinde, test her

gergeklestirildiginde, beklendigi gibi, negatif bir sonug vermistir

(15/15 test).
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