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FAQ -Frequently Asked Questions till EUCAST/RAF-M angaende
EUCAST lappdiffusionsmetod

FAQ v 1.1 2010-02-01

Fraga 9 — omformulerat svar. Fraga 19 och 22 nya.

FAQv 1.2 2010-02-16

Alla fragor efter 3 har fatt nya nummer. Nya fragor ar 4, 9, 21 och 23.
Fraga 11 ar omformulerad.

FAQ v 1.3 2010-03-05

Alla fragor efter 16 har fatt nya nummer.
Fragorna 17, 23 29 och 30 ar nya.

FAQv 1.4 2010-08-31

Alla fragor efter 4 har nya nummer.
Gramarkerade fragor ar nya.

A. Medium, lappar och 6vrigt material

1. Vilket Mueller Hinton rekommenderar ni?

Svar: EUCAST/RAF-M rekommenderar inte nagon enskild leverantér. Vi har validerat
Mueller Hintonagar fran BD (BBL Mueller Hintonll, artnr 211438), Oxoid (Mueller Hinton,
artnr CM0337) samt fardiga plattor fran bioMérieux (Mueller Hintonll, artnr 43301) néar vi
har utvecklat metoden. Vi har dven validerat MH-F-plattor (Mueller Hinton Fastidious
organisms) tillverkade av ovan namnda Mueller Hinton fran BD och Oxoid. Ytterligare
leverantorer kan bli aktuella.

2. Vad ar det for skillnad pa Mueller Hinton och Mueller Hintonl1?

Svar: Vissa leverantdrer har enbart Mueller Hinton och andra leverantérer har enbart
Mueller Hintonll. Bada varianterna gar bra att anvanda sa lange zonerna pa
referensstammarna hamnar inom angivna QC-intervall. Problem med katjoninnehallet
kan kontrolleras med P. aeruginosa och aminoglykosider (se nedan). Vi har inte sett
nagra generella skillnader mellan Mueller Hinton och Mueller Hintonll fran olika
leverantorer i detta avseende.

3. Hur ska vi kontrollera en ny batch Mueller Hintonagar?
Svar: Varje ny batch Mueller Hintonagar fran leverantor behéver kontrolleras med
avseende pa tillvaxt och hamningszonernas storlek pa rutinmassigt anvanda antibiotika.

Anvand EUCAST rekommenderade QC-stammar. Gentamicin (eller tobramycin) bér
sattas pa P. aeruginosa ATCC 27853 for att upptacka problem med katjoninnehall. Trim-
sulfa bor sattas pa E. faecalis ATCC 29212 for att upptacka problem med tymin-
/tymidininnehall i agarn.

4. Kan man slamma i PBS istéllet for NaCI?

Svar: EUCAST lappdiffusionsmetod ar, precis som CLSI-metoden, baserad pa
slamningar i 0.85% NaCl och vi rekommenderar att man foljer instruktionerna i
manualen. Laboratorier som dnskar avvika fran den beskrivna metoden férvantas
kalibrera atgarden gentemot den standardiserade metoden.

5. Kan man anvéanda farblod istéallet for hastblod?

Svar: Nej. Haemophilus vaxer inte pa MH med 5% farblod och 20 mg/L 3-NAD. Alla
brytpunkter ar kalibrerade mot MH med 5% hastblod och 20 mg/L B-NAD och galler inte
om man anvander nagot annat medium.
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Vilket B-NAD ska jag anvanda?

Svar: Vi har testat B-NAD fran sju olika leverantérer med renhetsgrad fran 95% och
uppat och alla gav likvardiga resultat. Vi rekommenderar dock att man anvander 3-NAD
med hogre renhet (298%). Under utvarderingen har vi anvant 3-NAD fran Sigma-Aldrich
(N1511, 299%). Pa lite sikt kan vi tdnka oss att producera en lista pa de leverantérer och
artikelnummer vi undersokt.

B. Metodologi

6. Maste man folja “15-15-15-minutersregein”?

Svar: Nar man har slammat sina isolat rekommenderar EUCAST/RAF-M att man helst
anvander slamningen inom 15 minuter -och alltid inom 60 minuter. Nar man har strukit
sina plattor ar det viktigt att satta pa antibiotikalapparna inom 15 minuter och att sedan
starta inkuberingen inom ytterligare 15 minuter for att inte fa felaktiga zoner.

7. Maste man mata grumligheten pa sina slamningar?

Svar: EUCAST/RAF-M rekommenderar att man mater grumligheten pa alla sina
slamningar for att hamna inom det angivha omradet McFarland 0,40-0,60. Det ar svart att
beddma grumligheten visuellt.

8. Maste man mata alla zoner?

Svar: RAF-M rekommenderar att man under évergangsperioden mater alla zoner och
analyserar sina histogram mot de referenshistogram som finns publicerade pa
www.eucast.org. Vi rekommenderar ocksa att man under de férsta tre manaderna satter
rutinmassigt anvanda antibiotikalappar pa aktuella referensstammar. Aven har méter
man och lagrar zondiametrar. Histogram finns tillgangliga pa EUCAST hemsida for varje
referensstam.

9. Ska man lasa bade zoner pa MH och MH-F mot en mérk bakgrund?

Svar: MH ska alltid lasas med ljus mot plattan, mot mérk bakgrund och ca 30 cm fran
6gat. Anledningen till detta ar att tunn invaxt och dimmor som man inte ska ta hansyn till
"férsvinner”’ nar man laser enligt dessa instruktioner. MH-F ska l&sas med locket av, med
ljus mot plattan och mot en ljus bakgrund. P4 MH-F kan man behdva titta lite narmre pa
plattan for att kunna skilja p4 hemolys och vaxt.

10. Varfor ska man inte plocka kolonier fran ett selektivt medium?

Svar: Selektiva medier innehaller substanser som "trycker” eller framhaver vaxt. Det ar
en allman rekommendation gallande resistensbestamning att man ska undvika att plocka
kolonier fran selektiva medier. Om man vill frangad rekommendationen ar det laboratoriets
ansvar att kontrollera att det inte paverkar resultaten.

11. Ska man plocka mer an en koloni for att inte missa heteroresistens?

Svar: Nej, det behdver man inte. For de flesta organismer ar det dock nédvandigt att
plocka mer an en koloni for att kunna slamma till McFarland 0,5. CLSI-manualen anger:
"Prepare the inoculum by making a suspension of isolated colonies selected from an 18-
24 h agar plate (a non-selective medium such as blood agar should be used).

Regeln “att man ska plocka fran mer an en koloni” tillkom for att undvika att
resistensbestamningen utférdes pa en enstaka muterad bakterie. Det saknas
dokumentation pa att detta verkligen utgor ett problem.
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Kan man siatta Etest pa MH-F?

Svar: bioMérieux (f.d. Biodisk) rekommenderar Haemophilus Test Medium (HTM) for
Haemophilus och Mueller Hinton med 5% blod for streptokocker (CLSIs
streptokockplatta) . Vi har i samband med utvecklingen av den europeiska metoden
jamfort de rekommenderade medierna med MH-F for bade Etest och M.1.C.Evaluator
(Oxoid). Vi upptackte inga systematiska skillnader mellan MH-F och rekommenderade
medier. Som vantat varierade varden +/-1 spadningssteg. Trim-sulfa ar alltid
problematiskt pa blodinnehallande medier (skillnader pa +/-2 spadningssteg).

C. Avlasning

12. Ska man lasa bakteriostatiska och baktericida antibiotika pa samma satt?
Svar: Ja, man ska lasa fullstdndig hdmning pa alla antibiotika. Ta hansyn till vaxt som
ses med blotta 6gat enligt anvisningarna for avlasning, men leta inte efter dimmor.

13. Hur ska jag tolka invaxt i ampicillinzonen pa Haemophilus NCTC 8468?

Svar: Haemophilus influenzae NCTC 8468 ska inte ha invaxt i ampicillin- (2ug) eller
penicillin V-zon. Det kan bero pa for tjockt inokulat eller fér lang inkuberingstid. Pa
kliniska isolat kan invaxt i ampicillin-, cefaclor- eller penicillin V-zon dock vara ett tecken
pa resistens.

14. Varfor far jag ibland invaxt i zonen pa Pseudomonas aeruginosa ATCC 278537
Svar: Det beror formodligen pa att inokulatet ar for tjockt. Tryck bort mer vatska fran
bomullspinnen innan du stryker plattorna.

D. Tolkning och brytpunkter

15. Finns det brytpunkter for Staphylococcus saprophyticus och ampicillin och
cefadroxil?

Svar: Brytpunkterna fér ampicillin och cefadroxil ar: Ampicillin (OBS! 2 ug): S=215 mm,

R<15 mm, Cefadroxil S218 mm, R<18 mm.

16. | EUCASTSs tabeller under fliken Enterobacteriaceae, star det att brytpunkterna
for (piv-)mecillinam endast géller for okomplicerad urinvagsinfektion. RAF-M
sager att brytpunkterna for mecillinam endast galler for E. coli och K.
pneumoniae. Vad galler fortsattningsvis?

Svar: | Enterobacteriaceae-gruppen orsakas okomplicerad (nedre) urinvagsinfektion i

huvudsak av E. coli och mdjligen av K. pneumoniae och Pr. mirabilis. Restriktionen foér

mecillinam ar saledes egentligen densamma i bade EUCAST och RAF-M.

Handlaggningsmassigt ar det enklast att begransa brytpunkten till arterna E.coli,

K.pneumoniae och Proteus mirabilis, men kom ihag att i kommentarsform

begransa resultatet till att endast galla okomplicerad urinvagsinfektion. For alla andra

arter bér man besvara R eller lata bli att [Amna ut resultat.

17. Brytpunkten for Enterobacteriaceae och cefadroxil ar 12/12. Ska vi svara ut
dem som S?

Svar: Brytpunkten fér cefadroxil galler vid okomplicerad nedre urinvagsinfektion (E. coli,

K. pneumoniae och Proteus mirabilis) och ska svaras ut S for dessa patogener (jmfr

mecillinam). Fér alla andra arter bér man besvara R eller Iata bli att Iamna ut resultat.
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18. Brytpunkten for Enterobacteriaceae och ampicillin ar 14/14. Ska vi svara ut dem
som S?

Svar: Brytpunkten fér ampicillin galler vid okomplicerad nedre urinvagsinfektion och

enbart for E. coli och Proteus mirabilis och ska svaras ut S for dessa patogener. For alla

andra arter bér man besvara R eller lata bli att lAmna ut resultat.

19. 1 EUCASTSs tabeller saknas @annu brytpunkter for Pasteurella multocida. Kan
RAF-M ange preliminara brytpunkter?

Svar: Ampicillin (OBS! 2 ug): S=216 mm, R<16, Penicillin V: 22/22 mm, Ciprofloxacin

25/25 mm, Tetracycklin (kan besvaras som doxycyklin): 22/22 mm, trimetoprim-sulfa

20/20 mm (preliminara brytpunkter 2010-02-01).

20. Finns det brytpunkter for stafylokocker och mupirocin?
Svar: EUCAST har faststallt MIC-brytpunkter fér mupriocin till S <1 och R>256 mg/L och
zonbrytpunkter kommer inom kort.

21. Varfor finns inte mecillinam med i brytpunktstabellen for stafylokocker?
Svar: Mecillinam har utgatt ur tabellen eftersom resistensbestamning inte ar aktuell.
Féljande kommentar kan, utan féregaende resistensbestamning, bifogas i svaret: "Det
finns klinisk tradition for att behandla S. saprophyticus med mecillinam, trots att in vitro
aktiviteten ar lag.”

E. Ovrigt

22. Hur ska vi géra med Campylobacter, Helicobacter, gonokocker och anaerober?
Svar: Kriterier for lappdiffusion for Campylobacter publiceras troligen under forsta halvan
av 2010. For Helicobacter, gonokocker och anaerober rekommenderas MIC-bestamning i
dagslaget. RAF-M rekommenderar att man a) skickar till Orebro fér resistensbestamning

eller b) anvanda referensmetodik for MIC-bestamning av gonokocker.

23. Hur gor vi med direktresistensbestamningar?

Svar: EUCAST/RAF-M rekommenderar att man gor resistensbestdmningar pa rena isolat
for att kunna tolka enligt EUCAST brytpunkter. Om man vill géra direktresistens-
bestamningar ar det laboratoriets ansvar att kalibrera tolkningen sa att det blir ratt enligt
EUCAST tolkningskriterier.

24. Ska man sluta med vankomycin-lappen pa stafylokocker?

Svar: JA. Samtliga brytpunkts- och metodkommittéer avrader i dagslaget fran
vankomycin lappdiffusion pa stafylokocker. Nedsatt kanslighet for vankomycin hos
stafylokocker drabbar i stort sett enbart meticillinresistenta stafylokocker. MIC-
bestdmning rekommenderas nar det bedéms relevant att utféra resistensbestamning mot
vankomycin.

25. Finns det QC-tabeller for Str. pyogenes CCUG 25571?

Svar: Tabellerna for denna stam ar inte officiella och tillhor tillsvidare inte EUCAST
lappdiffusionsmetod.
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