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Anvendelse

Neo-Sensitabs er tabletter brugt/som anvands til semikvantitativ in-vitro resistensbestemmelse vha./ med hjilp
av disk/tablet agardiffusionsmetoden for hurtigtvoksende/snabbvixande ikke kreevende/naringskravande
mikroorganismer, bestemte kraevende/naringskravande patogene bakterier og geersvampe/jastsvampar.

Princippet i metoden
Neo-Sensitabs indeholdende antimikrobielle stoffer/amnen laegges pa et egnet/lampligt agarmedie, som er
blevet tilsaet med renkultur af et klinisk isolat.

Ikke kraevende/naringskravande organismer, som Enterobacteriaceae, Staphylococcus spp., Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp., Enterococcus spp. og Vibrio cholera, kan testes pa et medie uden blod eller andre
vaekstfaktorer, f.eks. Mueller Hinton Il agar (MH). Haemophilus influenzae kraever Haemophilus test medie
(HTM), Neisseria gonorrhoeae GC agar base (GCA), Streptococcus pneumoniae og andre streptokokker kraever
Mueller Hinton Il agar + 5 % blod (MH+B). Gaersvampe/ Jastsvampar kan testes pa RPMI-1640 agar eller
modificeret shadomy agar, og anaerobe organismer kraever specielle procedurer. 12

Efter inkubation males/mates diameteren pa haamningszonen omkring tabletten og sammenholdes/jamféres
med zonerne angivet i interpretationstabellen for det pageeldende/ifragavarande antibiotika. Herved
identificeres de stoffer/dmnen, der er mest velegnede/lampliga til antimikrobiel terapi.

Neo-Sensitabs er standardiseret efter CLSI(NCCLS) og EUCAST rekommandationer og disse
anbefalede/rekommenderade MIC-breakpoint fglges.>* Neo-Sensitabs er ydermere/dessutom justeret til MIC-
breakpoints anbefalet/rekommenderade af forskellige/olika standardiseringsgrupper i Frankrig og
Storbritannien. Tabeller over aflaesning af haemningszoner for de forskellige/olika lande kan findes i Neo-
Sensitabs User's Guide.!

Reagenter
Neo-Sensitabs er 9 mm tabletter indeholdende krystallinsk antibiotika blandet med granulat. Tabletterne er

printet pa begge sider med en unik 5-bogstavskode og er pakket i rgr med 50 tabletter. Rgrene kan
bruges/anvandas i en dispenser. Dispenserne kan laegge 7, 9, 12 eller 16 Neo-Sensitabs ad gangen. Tabletterne
klaeber/klibbar fast til agaren, hvorfor det ikke er ngdvendigt med et ekstra tryk pa tabletten.

Instruks for opbevaring/férvaring

1) Ved modtagelse checkes/kontrolleras temperatursymbolet pa den ydre emballage. Neo-Sensitabs med
symbolet 2°C til 8°C skal opbevares/forvaras i kgleskab/kylskap, og Neo-Sensitabs med en gvre
temperaturgreense  pa 25 °C pd den vydre emballage skal opbevares/férvaras ved
stuetemperatur/rumstemperatur.
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2) Hvis/Om  Neo-Sensitabs opbevares/forvaras i kegleskab/kylskap, skal rgret stda ved
stuetemperatur/rumstemperatur i 30-60 minutter, inden det abnes/6ppnas, for at undga kondensvand pa
tabletterne.

3) Neo-Sensitabs med temperatursymbolet 2°C til 8°C kan sta udbnet i 2 maneder ved
stuetemperatur/rumstemperatur uden essentielt/vasentlig tab/forlust af aktivitet.

4) Rgr placeret i en dispenser skal bruges/anviandas inden 2 maneder for Neo-Sensitabs med
temperatursymbolet 2 °C til 8 °C og inden 12 maneder for Neo-Sensitabs med temperatursymbolet under 25
°C.

Udlgbsdatoen/Utgangsdatum pa rgrene er kun/enbart geeldende for produkter, der bliver opbevaret/forvarade
ved korrekt temperatur.

Sikkerhedsforanstaltninger

Folg anbefalingerne/anvisningarna for brug/anvandning. Neo-Sensitabs
ydeevne/prestationsférmaga/haemningszone afhaenger/beror ikke kun/enbart af tablettens styrke, men ogsa
af korrekt inokulum, agarmedie, inkubationstemperatur, korrekt afleesning af haemningszonen,
opbevaringen/férvaring af Neo-Sensitabs og brugen af kontrolstammer. ®

Prgvemateriale

Prgven/Provet skal veere typisk for infektionsstedet, dvs. alle bestrabelser/anstrangningar for at opna en sa
repraesentativ prgve af den relevante patogene bakterie skal forsgges. Se brugsanvisningen, som beskriver
fremstillingen af inokulum.

PROCEDURE
Materialer stillet til radighed/férfogande: Neo-Sensitabs med kode.

Materialer som er ngdvendige, men ikke stillet til radighed/férfogande: Medie, reagenter,
kvalitetskontrolstammer og laboratorieudstyr/laboratorieutrustning ngdvendigt for at kunne udfgre en
agardiffusions resistensbestemmelse. Forbered en McFarland 0,5 stamoplgsning ved at tilfgje/tillsatta 0,5 ml af
0,048 M BaCl; (1,175 % vaegt/vol. BaCl,2H,0) til 99,5 ml af 0,18 M H,SOs (1% (vol./vol.)) ved konstant
omrystning/omskakning. Alternativt kan en feerdiglavet/fardiggjord standard indkgbes. Verificering kan udfgres
ved at bruge/anvinda et spektrofotometer med en 1 cm lyskilde; ved/vid bglgeleengde/vaglangden 625 nm
skal absorbansen veere 0,08-0,10.34

I. Brugsanvisning/bakterier
1.1. Inokulum standardisering i overensstemmelse med CLSI (NCCLS) 3 and EUCAST

Den direkte kolonisuspensions metode:

Ved/Genom at suspendere adskillige/atskilliga ensartede/likartade kolonier fra en 18-24 timer gammel ikke
selektiv agarplade i 4-5 ml 0,9 % NaCl oplgsning, opnas en turbiditet svarende til BaSO, standarden (0,5
McFarland). Denne metode er akvivalent til standard CLSI (NCCLS) metoden og kreever mindre tid. Den
anbefales/rekommenderas til testning af kraevende/naringskrédvande organismer som Haemophilus spp., N.
gonorrhoeae, Moraxella catarrhalis, pneumokokker/streptokokker og ved testning af staphylokokker for
mulig/majlig methicillin- eller oxacillinresistens. 3

1.2. Inokulation
a) Inden 15 minutter dyppes/doppas en steril bomuldsvatpind/bomullspinne i den justerede suspension.
Overskydende/Overskotts vaeske/vitska fjernes/avlagsnas fra vatpinden/bomullspinnen ved/genom at

trykke den ind mod siden af rgret.
b) Inden 15 minutter bruges vatpinden/bomullspinnen til at inokulere pladen.
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c) Inokuler en tgr/torr agarplade ved/genom at kgre/stryka vatpinden/bomullspinnen over hele pladens
overflade/yta. Tillad overfladen/ytan at tgrre/torka ca. 3-5 minutter eller maksimalt 15 minutter, inden
Neo-Sensitabs laegges pa agaren.

d) Veelg hensigtsmaessige/ldmpliga antimikrobielle stoffer/tabletter f.eks. som foresldet af CLSI (NCCLS).® Brug
ikke mere end 9 Neo-Sensitabs pr. 150 mm plade eller 4 Neo-Sensitabs pr. 100 mm plade, nar der testes for
H. influenzae, N. gonorrhoeae, og Streptococcus spp.

1.3. Inkubation og pladeaflasning

a) Inden 15 minutter placeres pladen pa hovedet i et varmeskab ved 35°C. Haemophilus spp.,
N. gonorrhoeae, S. pneumoniae og andre streptokokker skal inkuberes i 5 % CO, atmosfzere.

b) Undersgg pladen efter 16-18 timers inkubation (20-24 timer for N. gonorrhoeae, S. pneumoniae og andre
streptokokker). Ved detektion af methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) og vancomycin-
resistente Enterococcus spp. Anbefales/rekommenderas inkubering i 24 timer. Pladen holdes op mod lyset
og undersgges for resistente methicillin eller vancomycin mikrokolonier i haemningszonen. Al vaekst inden
for hamningszonen giver en mistanke om methicillin- eller vancomycin-resistens. Kanten af
haemningszonen indeholder et stort antal sma kolonier, nar der bruges Trimethoprim, Sulphonamider og
Trimethoprim + Sulfamethoxazole tabletter. | disse tilfaelde males/méates haemningszonen op til kolonier af
normal stgrrelse/storlek (ignorer den inderste zone og mal/mat den tydeligste zone). For yderligere
detaljer laes User’s Guide Neo-Sensitabs.!

¢) Haemningszonen males/mates pr. @jemal/6gonmatt og males/mates op til naermeste hele millimeter.

Il. Brugsanvisning/ svampe
II.1. Inokulumforberedelse

Et optimalt inokulum svarer/motsvarar lige netop/precis til konfluerende/sammanhingande vaekst. For de
fleste stammer opnds dette med ca. 5x10°CFU/ ml (McFarland 0,5 fortyndet 1:1 med saltvand). For Candida
krusei bruges et inokulum svarende til McFarland 0,5, fortyndet/utspatt 1:10 og for Cryptococcus spp. bruges et
inokulum svarende til McFarland 1,0 ufortyndet/outspatt.

11.2. Inokulation

a) Pladerne tgrres/torkas 20-25 minutter ved 35 °C fgr/fore inokulation.

b) 0,5 ml (9 cm plade) eller 1,0 ml (14 cm plade) af det forberedte inokulum hzldes pa agarpladen og
flodning foretages. Overskydende/Overskotts vaeske/vitska fjernes/avlagsnas efterfglgende/omedelbart med
pipette.

c) Den abne plade tgrres/torkas ved 35 °Ci 10 minutter, og tabletterne placeres pa agarpladen.

11.3. Inkubation og zoneaflasning

Inkubation ved 35 °C er mest passende for stammer isoleret fra systemiske infektioner. Zoneaflaesning skal ske
inden/inom for 18-24 timer. For nogle/nagra stammer er vaeksten ikke synlig efter 24 timer, og disse inkuberes
i yderligere 24 timer eller mere. Cryptococcus spp. inkuberes ved 30 °C i 42-48 timer.

11.4. Maling/Métning af haemningszonen

For polyener (Amphotericin B og Nystatin) males/mates den klare zone, hvor ingen synlig vaekst kan ses indeni.
Kolonier inde i zonen skal betragtes som resistente mutanter. For azolerne dvs. imidazoler og terbinafine skal
haemningszonen males/matas op til kolonier af fuld stgrrelse. Der er ofte en zone med partielt inhiberede
kolonier taettere/nara pa tabletten end haamningszonen, disse ignoreres. Disse sma eller mellemstore kolonier
er ikke resistente mutanter. Neo-Sensitabs med imidazoler/azoler indeholder doxycycline for at forbedre
kvaliteten af zoneaflaesningen. For Fluorocytosin males/mates zonen op til kolonier af almindelig/normal
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stgrrelse/storlek. Individuelle kolonier inden i haemningszonen er normalt resistente mutanter og skal isoleres
og testes igen.

INTERN KVALITETSKONTROL

Kvalitetskontrol med brug af ATCC stammer anbefales/rekommenderas udfgrt mindst en gang om/per
ugen/vecka, og hver gang en ny batch af agar tages i brug. De malte/uppmatta zoner skal vaere inden for de
angivne kontrolzonegraenser for den pageldende/ifragavarande kombination af Neo-Sensitabs og
kontrolstamme. Kontrolzonegraenser er angivet i tabellen og indikerer en korrekt udfgrelse af hele
proceduren.’?

RESULTATER

Sammenlign/Jamfér den malte/uppmatta hamningszone med dem i tabellen. Resultatet for en given eller for
en specifik organisme rapporteres som fplsom/kinslig (S), intermedizer, (1) eller resistens (R) 3:

Falsom/Kéinslig (S): Infektionen forarsaget af den testede stamme ma forventes at kunne behandles med
almindelig/normal dosering af det pageeldende/ifragavarande antibiotika. Hvis/Om der kun/enbart er et ”S”
kriterium: For nogle bakterie/antibiotika kombinationer er der ikke beskrevet nogen resistente stammer, og
derfor er der ikke defineret andre kategorier end ”S”. Hvis resultatet bliver et andet end ”S”, skal stammen
identificeres, og resultatet bekraeftes igen. Efterfglgende anbefales det at sende isolatet til et
referencelaboratorium for yderligere testning.

Intermediaer (1): Klinisk effekt kan kun/enbart forventes, hvis det pageeldende/ifrdgavarande antibiotikum
koncentreres pa infektionsstedet (f.eks. i urin) eller nar hgje doser kan benyttes (f.eks. beta-lactam antibiotika).
Den intermedizre kategori fungerer endvidere som en buffer zone og skal forhindre, at sma ukontrollerede
tekniske faktorer forarsager veesentlige uoverensstemmelser i fortolkningen. Derfor kan et intermedizert
resultat til tider veere usikkert, og hvis alternative stoffer ikke er til radighed, kan det veere ngdvendigt at
udfgre en MIC-bestemmelse.

Resistent (R): Det pageeldende/ifrdgavarande antibiotika kan ikke anbefales til behandling i disse tilfaelde.

Screening og konfirmatorisk test for Extended-Spectrum Beta-Lactamaser (ESBL) og Carbapenemaser

Plasmid overfgrte beta-lactamaser forarsager resistens mod tredje-generations cefalosporiner og
monobactamer (f.eks. aztreonam) og har vaeret beskrevet i Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, E. coli og andre
Enterobacteriaceae. Disse enzymer er klassificeret som extended-spectrum beta-lactamaser (ESBL) og
Carbapenemaser, og de har forarsaget klinisk resistens mod monobactamer og bredspektrede cefalosporiner.
Nogle af disse stammer vil vise ha&mningszoner mindre end normale fglsomme stammer, men stgrre end
standard breakpointet for visse bredspektrede cefalosporiner og aztreonam. Screening af disse stammer kan
foretages ved at bruge passende ESBL-screening breakpoints. De fleste ESBL haemmes af clavulansyre,
tazobactam eller sulbactam og kan nemt findes vha. dobbelttablet synergitest metoden.® Ceftazidime +
Clavulanate og Cefepime + Clavulanate er meget nyttige til screening for ESBL. Mere information kan findes i
Neo-Sensitabs User's Guide og Detection of resistance mechanisms (www.rosco.dk).! Alle ESBL-stammer skal
rapporteres resistente over for alle penicilliner, cefalosporiner og aztreonam. Carbapenemase-producerende
stammer bgr rapporteres resistente overfor alle carbapenemer.

Methicillin-resistente staphylokokker

Screening for MRSA og methicillin (oxacillin) resistens i koagulase negative staphylokokker skal udfgres med
Oxacillin 1 pg og Cefoxitin. Hvis stammen er resistent, skal alle beta-lactam antibiotika rapporteres som
resistente. Mere information kan findes i Neo-Sensitabs User's Guide.?

Staphylococcus aureus med nedsat fglsomhed/kanslighet overfor/mot vancomycin (hVISA, VISA (GISA) og
VRSA)

Vancomycin-resistente Staphylococcus aureus (VRSA) pavises med Vancomycin 5 ug og 30 pg. S. aureus med
nedsat vancomycin-fglsomhed/kanslighet (hVISA og VISA(GISA)) kan ikke pavises med den angivne
diffusionsmetode. Anvend praediffusions-metode. Yderligere information kan findes i Neo-Sensitabs User's
Guide og Detection of resistance mechanisms.!
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Vancomycin-resistente enterokokker (VRE)
Detektion af VRE ved diffusionsmetoden krzever:

1) Brug af Vancomycin 5 pg Neo-Sensitabs

2) Inkubation i 24 timer

3) Grundig undersggelse af ha&amningszonen
Fglsomme/Kénsliga stammer har en skarp kant omkring zonen, mens resistente har en mere diffus kant.
Praediffusions-metode med Neo-Sensitabs Vancomycin 30 pg giver gode resultater. Yderligere information kan
findes i Neo-Sensitabs User's Guide.?

Hgj/Hog resistens mod aminoglycosider (High-level aminoglycoside resistance (HLR))

Ved hgj resistens mod aminoglycosider hos enterokokker vil synergistisk effekt ikke kunne opnas ved
kombination af penicillin eller glycopeptider med et aminoglykosid. Screening for gentamicin og streptomycin
hgjresistens anbefales/rekommenderas for enterokokker isoleret fra blod eller spinalvaesker. Hgj styrke Neo-
Sensitabs som Gentamicin 250 pg, Kanamycin 500 pg og Streptomycin 500 pg bruges til denne type screening.

BEGRZANSNINGER FOR DIFFUSIONSMETODEN

Formalet/Syftet med at bruge/anvianda Neo-Sensitabs er at fa hurtige/snabbare og preecise
resistensbestemmelser. Acceptable resultater i forbindelse med kvalitetskontrol pa kontrolstammer garanterer
ikke praecise resultater med alle patientisolater. Hvis atypiske eller inkonsekvente resultater findes, skal ny
testning og identifikation gennemfgres. Fgr/Innan rapportering bgr uventede resultater overvejes, og der skal
tages stilling til, om isolatet skal sendes til et referencelaboratorium for yderligere testning.

Farlige misvisende resultater kan forekomme, ndr bestemte antibiotika bliver testet over for specifikke
mikroorganismer. 3 Resistensmekanismer i nogle/nagra arter er mere vanskelige at pavise end andre, og nogle
viser maske/kanske aktivitet in-vitro, selvom/fast det pageeldende/ifragavarande antibiotikum ikke er klinisk
effektivt. Disse kombinationer inkluderer fglgende:

e  Alle beta-lactam antibiotika (undtagen oxacillin, methicillin) mod methicillin-resistente staphylokokker

. Cefalosporiner, aminoglycosider (undtagen ved testning for hgj resistens) clindamycin og trimethoprim
+ sulfamethoxazole mod enterokokker

. Fgrste- og anden-generations cefalosporiner og aminoglycosider mod Salmonella spp. og Shigella spp.

. Cefalosporiner mod Listeria spp.

. Glycopeptider mod S. aureus med nedsat vancomycin-fglsomhed/kanslighet.

. Cephalosporiner og aztreonam mod ESBL-producerende E. coli, K. pneumoniae og P. mirabilis.

Rutinerapportering af resultater fra stammer isoleret fra spinalvaeske kan veere alvorligt misvisende for
patienter i de fglgende situationer:

e  Antibiotika som kun/enbart gives peroralt

. Fgrste- og anden-generations cefalosporiner (undtagen Cefuroxime natrium)
. Clindamycin

. Makrolider

e  Tetracycliner

. Fluoroquinoloner

Nogle/Nagra antibiotika er forbundet med udvikling af resistens ved langvarig terapi. Som en konsekvens heraf
kan oprindeligt/initialt fglsomme stammer blive resistente nogle/nagra dage efter starten pa behandlingen.
Dette forekommer oftest i fglgende tilfeelde:

. Enterobacter, Citrobacter, og Serratia spp. med tredje-generations cefalosporiner

. Pseudomonas aeruginosa med de fleste antibiotika
. Staphylokokker med quinoloner
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Grundlaeggende har isolaterne Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Citrobacter freundii, Providencia spp.,
Proteus spp. (undtagen P. mirabilis), Serratia marcescens, P. aeruginosa, generne til Group | beta-lactamase
produktion. Der er derfor ingen nyttig information i pavisning af in-vitro induktion af dette enzym. | stedet skal
der udfgres gentagne/upprepade undersggelser (hver 3-4 dag) fra den inficerede/infekterade patient, som er i
behandling, for at opdage selektion af kloner, som producerer Group | beta-lactamase.
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