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PHENYLBORONIC ACID

INSTRUKCJA UZYCIA GOTOWEGO ODCZYNNIKA W PROBOWCE ORAZ W
BUTELCE

1.Przeznaczenie

Phenylboronic Acid to odczynnik stuzacy do wykrywania karabpenemaz klasy A u bakterii z rzedu Enterobacterales oraz
niefermentujacych pateczek z rodzaju Pseudomonas i Acinetobacter wyizolowanych z prébek klinicznych pochodzacych od
czlowieka oraz innych prébek metoda dyfuzyjno-krazkowa zgodnie z zaleceniami EUCAST.

Rolg podloza jest wspomaganie diagnozy zakazeni bakteryjnych na etapie oznaczania lekowrazliwosci i wykrywania
mechanizméw opornosci paleczek Gram-ujemnych na antybiotyki.

Karbapenemazy naleza do beta-laktamaz. Beta-laktamazy to enzymy hydrolizujace wiazanie amidowe w pierscieniu beta-
laktamowym antybiotykéw nalezacych do grupy bata-laktaméw. U bakterii Gram - ujemnych enzymy dzialaja w przestrzeni
peryplazmatycznej i uniemozliwiaja dotarcie antybiotyku do biatek PBP, ktére sa miejscem docelowym dziatania antybiotyku.
Karbapenemazy KPC hydrolizuja wszystkie antybiotyki beta-laktamowe i wystepuja najczesciej u pateczek Gram-ujemnych
z rzedu Enterobacterales, szczegolnie u Klebsiella pnenmoniae. Moga wystepowac réwniez u innych gatunkéw, takich jak Enterobacter
cloacae czy Escherichia coli a takze u paleczek niefermentujacych z gatunku Psexudomonas aeruginosa, czy Acinetobacter baumannii.

Kwas fenyloboronowy stuzy do wykrywania karbapenemaz KPC, nalezacych do beta-laktamaz klasy A wedlug molekularne;j
klasyfikacji Amblera. Enzymy tej klasy, w centrum aktywnym zawieraja seryne.

Nr kat.: Rodzaj podtoza: Opakowanie:
6153TB2 . . o 1x1 szt (2 ml)
6153TB2S odczynnik ptynny w probéwece, gotowy do uzycia 1x1 szt (2 mi)
3153BT50 odczynnik pltynny w butelce 50 ml

2. Zasada dziatania
Kwas fenyloboronowy stuzy jako inhibitor $-laktamaz w testach fenotypowych na obecno$é¢ KPC.

3.Sktad podtoza

w g/1 wody destylowane;j:

Kwas fenyloboronowy 150 g

pH -
Wyglad odczynnika — Odczynnik klarowny, bezbarwny

4. Przygotowanie odczynnika

Odczynnik w probéwkach i butelkach jest gotowe do uzycia.

5. Wyposazenie wymagane, nie dostarczone

Wyposazenie i odczynniki niezbedne do wykonania badania (np. sél fizjologiczna, wymazdéwki, krazki nasaczone
antybiotykami) oraz sprze¢t mikrobiologiczny ogélnolaboratoryjny, w tym densytometr bakteriologiczny lub wzorzec gestosci

i cieplarka laboratoryjna.

6. Srodki ostroznosci

e Produkt przeznaczony wylacznie do uzytku profesjonalnego.

e Produkt niezautomatyzowany.

e Nie nalezy uzywac odczynnika, jezeli widoczne sa oznaki skazenia mikrobiologicznego, wyschnigcia, peknigcia lub
inne oznaki pogorszenia jakosci.
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e Nie uzywac probowek, butelek uszkodzonych.

e Nie uzywac probowek, butelek po terminie waznosci.

e W celu zapewnienia poprawnych wynikéw, nalezy postepowac zgodnie z niniejsza instrukcja.

e W przypadku, gdy postepowanie z odczynnikiem podczas wykonywania bedzie odbiegato od opisanego w niniejszej
instrukgji, laboratorium jest zobowiazane do przeprowadzenia walidacji przyjetego postepowania.

7. Przechowywanie

Probéwki i butelki z odczynnikiem nalezy przechowywaé w temperaturze 6-25°C do uplywu terminu waznoséci. Odczynnik
przechowywaé w oryginalnym opakowaniu, w pozycji pionowej z dala od bezposredniego Zrédla Swiatla.

8. Termin waznosci
Odczynnik przechowywany w temperaturze 6-25°C zachowuje swoje wlasciwosci 6 miesi¢cy od daty produkgji.
9. Materiat do badan

Materialem do badan sa czyste, Swieze (ok. 16-24 godzinne) hodowle szczepéw wyizolowane z probek klinicznych
pochodzacych od czlowieka posianych na podloza stale.

10. Sposo6b wykonania

Uwaga: W celu zapewnienia poprawnych, wiarygodnych wynikéw badania lekowrazliwosci bakterii, nalezy scisle
przestrzega¢ aktualnych procedur i wytycznych.

1. Jezeli odczynnik byt przechowywany w warunkach chlodniczych, przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ go do temperatury
pokojowej.

2. Przygotowac krazki meropenem + kwas fenyloboronowy, poprzez naniesienie na krazek meropenem 10 pg 20 ul roztworu
i zostawi¢ na 30 min w temperaturze pokojowe;.

2. Przygotowaé zawiesing badanego szczepu o gestosci 0,5 w skali McFarlanda, zawieszajac kolonie szczepu w roztworze soli
fizjologicznej. Kolonie pobrac sterylng eza lub wymazoéwka z podloza nieselektywnego, po 18-24 godzinnej hodowli. Nalezy
wybra¢ kilka podobnych morfologicznie kolonii. Gesto$¢ inokulum ustali¢ przy uzyciu densytometru bakteriologicznego.
Gestos¢ zawiesiny mozna takze ustali¢ poprzez makroskopowe poréwnanie gestosci zawiesiny szczepu badanego ze wzorcem
gestosci o stezeniu 0,5 McFarlanda. W tym przypadku, zmetnienie zawiesiny szczepu badanego do wzorca gestosci nalezy
poréwnywac na bialtym tle w czarne paski.

Przygotowana zawiesing szczepu badanego nalezy uzy¢ w ciagu 15 minut, jednak nie p6zniej niz w ciaggu 60
minut od przygotowania.

3. Zanurzy¢ sterylng wymazoéwke bawelniang w przygotowanej zawiesinie szczepu badanego. Podtoza moga by¢
inokulowane manualnie lub z uzyciem automatycznego inokulatora. Zawiesing rozprowadzi¢ na calej powierzchni agaru
réwnomiernie, upewniajac sig, ze pomiedzy poszczegdlnymi pasmami nie ma przerw.

4. Natozy¢ krazki z antybiotykami na powierzchni¢ agaru. Ulozy¢ krazek meropenem 10 pg w odleglosci nie mniejszej niz 3
cm od krazka meropenem + kwas fenyloboronowy. Krazki nalezy naktada¢ na pozywke w ciagu 15 minut od jej inokulaciji.
Krazki lekko docisnaé, gdyz powinny catkowicie przylega¢ do powierzchni agaru. Po natozeniu, krazki nie moga by¢
przesuwane, ze wzgledu na szybka dyfuzje antybiotyku z krazka do podloza.

5. Plytke umiesci¢ w cieplarce i inkubowaé w warunkach tlenowych, w temperaturze 35£1°C przez 1812 godziny.
11. Odczyt i interpretacja wynikéw wzrostu

Po zakonczeniu wymaganego okresu inkubagji:
e dokona¢ pomiaru wielkosci stref zahamowania wzrostu zgodnie z aktualnymi wytycznymi.

Wynik dodatni testu, podejrzenie produkeji KPC:
1. paleczek z rodziny Enterobacterales: r6znica (powigkszenie) wielkosci $rednicy strefy zahamowania wzrostu wokot
krazka meropenemem w stosunku do krazka meropenem + kwas fenyloboronowy o 4 mm lub wiccej;
2. pateczek niefermentujacych z rodzajow Pseudomonas i Acinetobacter: réznica (powickszenie) wielkosci Srednicy strefy
zahamowania wzrostu wokol krazka z meropenemem w stosunku do krazka meropenem + kwas fenyloboronowy
o 7 mm lub wiece;.

PHENYLBORONIC ACID




data aktualizacji: 2022/06/03 wydanie 2

12. Kontrola jakosci
Kontrole jakosci odczynnika wykonywac z czestoscia oraz w sposob zgodny z aktualnymi wytycznymi.

13. Ograniczenia metody

e  Badanie lekowrazliwo$ci metoda dyfuzyjno-krazkowa nalezy wykonywaé wylacznie przy uzyciu swiezych, czystych
hodowli bakteryjnych

e Zbyt duza gesto$¢ inokulum moze powodowacé zmniejszenie strefy zahamowania wzrostu, a zbyt mata zwigckszenie
stref zahamowania wzrostu i trudno$ci w ich pomiarze.

e Pozostawienie inokulowanych plytek przed nalozeniem krazkéw na dluzej w temperaturze pokojowej, moze
spowodowac namnazanie si¢ drobnoustrojow, czego skutkiem bedzie zanizenie $rednic stref zahamowania
wzrostu. Dlatego tez, istotne jest przestrzeganie zasady 15-15-15: zawiesing nalezy zuzy¢ w ciagu 15 minut od
przygotowania, krazki natozy¢ w ciagu 15 minut od inokulacji plytki, a inkubacje plytek rozpocza¢ w ciagu 15
minut od nalozenia krazkéw.

e Niewlasciwe przechowywanie krazkéw antybiotykowych moze wplywac na stabilnos¢ antybiotykéw w nich
zawartych, co moze powodowac zmniejszenie $rednicy stref zahamowania wzrostu i moze by¢ zrédlem bledéw
interpretacyjnych lekowrazliwosci badanego patogenu.

14. Charakterystyka metody

Rozprzestrzenianie si¢ na calym $wiecie pateczek Gram-ujemnych produkujacych karbapenemazy stanowi jedno z
najpowazniejszych zagrozen zdrowia publicznego i jedno z najwigkszych wyzwan w obszarze wspoélczesnej medycyny,
zaréwno po stronie diagnostyki, identyfikacji nosicieli, jak i terapii zakazen. Terapia zakazen jest mocno ograniczona, a czasami
wrecz niemozliwa, z powodu braku dostepnosci lekéw skutecznych w likwidacji czynnika etiologicznego. Izolaty produkujace
karpapenemazy, w tym KPC to czesto szczepy wielolekooporne (MDR), a czasami wrecz, oporne na wszystkie dostgpne
antybiotyki (PDR).

Jak donosi raport KORDL z 30 czerwca 2019 roku, w Polsce najczesciej wystepuja szczepy wytwarzajace nastgpujace
karbapenemazy: KPC — Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (klasa A), NDM — New Delhi Metallo-B-lactamase (klasa B),
VIM — Verona Integron-encoded Metallo-8-lactamase (klasa B) oraz karbapenemazy typu-OXA-48 (klasa D). dane KORDL
sa alarmujace. Jednoznacznie wskazuja na wzrost wystgpowania paleczek produkujacych karbapenemazy wszystkich
wymienionych klas w ciagu badanego okresu.

Majac na uwadze sytuacje¢ epidemiologiczna, bardzo istotne jest dokladne identyfikowanie szczepéw produkujacych
karbapenemazy, w celu zapobiegania dalszemu szerzeniu si¢ niebezpiecznych drobnoustrojéw na terenie naszego kraju oraz
na calym $wiecie. Test z wykorzystaniem kwasu fenyloboronowego jest doskonatym narzedziem w realizacji tego celu.

Jak donosi Yohei Doi i wsp. w publikacji z 2008 roku w J. Clin. Microbiol., test z wykorzystaniem kwasu fenyloboronowego
jest prostym i tatwym do przeprowadzenia testem, pozwalajacym na wykrycie szczepéw produkujacych karbapenemaze KPC
i rozréznienie jej od innych typéw karbapenemaz.

W 2009 roku, w publikacji ogloszonej w J. Clin. Microbiol. Athanassios Tsakris i wsp. zbadali uzytecznos$¢ testow
z wykorzystaniem kwasu fenyloboronowego. W tym celu zbadano 57 genotypowo potwierdzonych szczepow Klebsiella
prenmoniae produkujacych KPC. Aby okresli¢ czutos¢ i swoistos¢ wybrano losowo 106 szczepéw nieposiadajacych KPC (89
izolatéw K. pmenmoniae i 17 izolatdw Escherichia coli) sposréd tych wykazujacych zmniejszona wrazliwo$¢ na cefoksytyne,
cefalosporyny o rozszerzonym spektrum dziatania lub karbapenemy. Przy uzyciu metodologii CLSI i krazkéw zawierajacych
imipenem, meropenem lub cefepim, samodzielnie lub w potaczeniu z 400 ug kwasu borowego, wszystkich 57 producentéw
KPC dalo wyniki pozytywne (czutosé 100%), podczas gdy wszyscy 106 producentéw niebedacych producentami KPC daty
wyniki negatywne (specyficznosé 100%). Test z uzyciem krazka z meropenemem i kwasem fenyloboronowym i samym
meropenemem wykazal réznice w $rednicach stref zahamowania miedzy producentami KPC i szczepami niebedacymi
producentami KPC. Dzigki uzyciu krazkéw zawierajacych ertapenem wszystkie izolaty zostaly prawidlowo zréznicowane,
z wyjatkiem pieciu producentéw AmpC, ktérzy dali wyniki fatszywie dodatnie (czutosé 100%; swoistosé 95,3%).

15. Postepowanie ze zuzytymi odczynnikami
Odczynniki po badaniach oraz niezuzyte odczynniki nalezy utylizowal zgodnie z aktualnie obowiazujacymi przepisami

dotyczacymi postgpowania z odpadami medycznymi oraz procedurami laboratorium odnosnie utylizacji materialéw
zakaznych i potencjalnie zakaznych.
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16. Zgtaszanie zdarzen niepozadanych

Zgodnie z obowiazujacymi przepisami, zdarzenia niepozadane i incydenty, ktére mozna bezposrednio powiazac z opisywanym
podlozem, nalezy zglasza¢ producentowi oraz Prezesowi Urzedu Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych
i Produktéw Biobéjczych na adres:

Urzad Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych
Al Jerozolimskie 181C, 02-222 Warszawa;

Telefon: 48 22 492-11-00

Fax: 48 22 492-11-09

17. Pi$miennictwo

1. Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (EUCAST). Tabele interpretacji wartosci granicznych
minimalnych stezen hamujacych (MIC) oraz wielkosci stref zahamowania wzrostu. Wersja 7.0, obowiazujaca od 1
stycznia 2017r.. Strona internetowa Krajowego Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow
www.korld.edu.pl (2017)

2. M. Gniadkowski, D. Zabicka, W. Hryniewicz. Rekomendacje doboru testéw do oznaczania wrazliwosci bakterii na
antybiotyki i chemioterapeutyki 2009. Oznaczanie wrazliwosci paleczek gram-ujemnych. Strona internetowa
Krajowego Osrodka Referencyjnego ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow www.korld.edu.pl (2009)

3. DoiY, B.A. Potoski, .M. Adams-Haduch, H. E. Sidjabat, A. W. Pasculle, D. L. Paterson. Simple disk-based method
for detection of Klebsiella pneumoniae carbapenemase-type -lactamase by use of a boronic acid compound. J. Clin.
Microbiol. 46, 4083-4086 (2008)

4. van Dijk K., Voets G., Scharringa J., Voskuil S., Fluit A., Rottier W., Leverstein-Van Hall M., Cohen Stuart J. A disc
diffusion assay for detection of class A, B and OXA48 carbapenemases in Enterobacteriaceae using phenyl boronic
acid, dipicolinic acid, and temocillin. Clin Microbiol Infect. 20(4):345-9 (2014)

5. Zabicka D., Baraniak A., Literacka, E., Gniadkowski M., HryniewiczW., Wykrywanie karbapenemaz — zalecenia
KORDL 2017

6. Literacka E., Zabicka D., Hryniewicz W., Gniadkowski M., Dane Krajowego Osrodka Referencyjnego ds.
Lekowrazliwo$ci Drobnoustrojow (KORLD), dotyczace pateczek Enterobacterales wytwarzajacych karbapenemazy
NDM, KPC, VIM i OXA-48 na terenie Polski w latach 2006 — 2018. Narodowy Instytut Lekow, Watszawa

7. Tsakris A., Kristo I., Poulou A., Themeli-Digalaki K., Ikonomidis A., Petropoulou D., Pournaras S., Sofianou D.,
Evaluation of boronic acid disk tests for differentiating KPC-possessing Klebsiella pneumoniae isolates in the clinical
laboratory. J. Clin. Microbiol. 47(2):362-7, 2009

8. Markiewicz Z., Korsak D., Popowska M., Antybiotyki w dobie narastajacej lekoopornosci, PWN, PZWL, Warszawa,
wyd. 1, 2021

Historia zmian dokumentu

Data zmiany Sekcja Opis zmiany
2022/06/03 Caly dokument | Dostosowanie do wymagasi Rozporzadzenia UE 2017/746
UWAGA

Historia zmian dokumentu nie uwzglednia zmian redakcyjnych.

SYMBOL NAZWA SYMBOLU OPIS NR REF.
Oznacza wytworce wyrobu medycznego zgodnie z definicja
‘ Wytwoérca zawatta w dyrektywach unijnych 90/385/EWG, 511
93/42/EWG oraz 98/79/WE. o
ﬂ Data produkeji Oznacza dat¢ produkcji wyrobu medycznego. 513
Numer katalooo Oznacza numer produktu w katalogu producenta
sOWY pozwalajacy zidentyfikowa¢ wyréb medyczny. 5.1.6
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Numer setii / kod partii

Oznacza nadany przez producenta numer partii
pozwalajacy zidentyfikowac parti¢ produktéw, do ktorej

pochodzenia zwierzecego

zwierzecego.

Graso Zenon Sobiecki
Krag 4A; 83-200 Starogard Gdanski

www.grasobiotech.pl
tel. + 48 (58) 562 30 21

Oddzial produkcyjny
Lesna 1, Owidz
83-211 Jablowo

nalezy wyréb medyczny. 15
IVD Wyréb do diagnostyki in vitro | Oznacza wyréb medyczny przeznaczony do diagnostyki in 551
vitro -
Oznacza wyréb medyczny przeznaczony do jednokrotnego
® Nie uzywa¢ powtornie uzytku lub do uzytku podczas leczenia jednego pacjenta 540
w ramach jednej procedury medyczne;. o
7 7 ie <n>
W Wystarczy na Wy konanie <n Oznacza nadang przez producenta wartosé na ile testow
testow ) 5.5.5
wystarczy wyrob.
g Data przydatnosci do uzycia anacza date, po ktérej wyréb medyczny nie powinien byé 514
uzywany.
. Wskazuje maksymalna i minimalna warto$¢ temperatury, w
Prze:et;zle%jc;akresu ktorej nalezy przechowywad, transportowac lub uzytkowac 537
peratury przedmiot. o
Oznaczenie CE na produkcie stanowi deklaracje
) . , producenta potwierdzajaca zgodno$¢ produktu
c € @ 5y g;bc;l/bzezpjxenczen;tiwé}g) z zasadniczymi wymogami odpowiednich przepiséw Unii nd
EOAROSE z Wythoga Europejskiej dotyczacych zdrowia, bezpieczenistwa '
i ochrony $rodowiska.
EE Sprawds w instrukci wrvei Oznacza koniecznos$¢ zapoznania si¢ z instrukcja
prawdz WRSHUkGUUZYta | s vtkowania 543
Sterylizowany aseptycznymi | Wskazuje wyréb medyczny, ktéry zostal wytworzony za
STERILE]A >
technikami przetwarzania pomoca zaakceptowanych technik aseptycznych. 522
Nie uzywaé¢ w przypadku Oznacza wyréb medyczny, ktéry nie powinien by¢ 528
uszkodzonego opakowania uzywany, jesli opakowanie zostato uszkodzone lub otwarte. -
. . . Oznacza wyréb medyczny zawierajacy material biologiczny
Zawiera material biologiczny tj. tkanki, komérki lub ich pochodne pochodzenia 548
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