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Test CIM (Carbapenem Inactivation Method) zostat opisany w literaturze przez zespot
holenderski w 2015r. [1] jako test umozliwiajgcy wykrywanie karbapenemaz u pateczek
Enterobacterales, Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp. Test cechuje sie bardzo wysokg
czutoscig i swoistoscig, poza tym jest bardzo tatwy do wykonania i interpretacji. Na szczegoélne
podkreslenie zastuguje niski koszt wykonania testu przy uzyciu podstawowego, ogodinie
dostepnego w kazdym laboratorium sprzetu.

Zasada testu polega na hydrolizie karbapenemu (meropenemu) zawartego w krgzku
antybiogramowym przez karbapenemaze uwolniong z lizatéw komdrek bakteryjnych,
a nastepnie wykazanie utraty aktywnosci krgzka (meropenemu) wobec szczepu wzorcowego
E. coli ATCC 25922.

W celu wykonania oznaczenia, krgzek z meropenemem (10ug) umieszcza sie w
probéwce, zawierajgcej zawiesinge badanego izolatu bakterii, przygotowang w jatowej wodzie
destylowanej i inkubuje w temperaturze 35+2°C przez 2 godziny (Enterobacterales i
Pseudomonas spp.) lub 4 godziny (Acinetobacter spp.). W czasie inkubacji karbapenemaza
uwolniona z komoérek badanego szczepu powoduje hydrolize meropenemu zawartego w
krazku, przez co traci on swojg aktywnos$¢. Jesli badany szczep nie wytwarza karbapenemazy,
aktywno$¢ meropenemu (krgzka antybiogramowego) zostaje zachowana. Po uplywie
inkubacji krgzek przenosi sie na podtoze agarowe Mueller-Hinton, posiane zawiesing szczepu
wzorcowego E. coli ATCC 25922. Po catonocnej inkubacji w temperaturze 35+2°C odczytuje
sie strefe zahamowania wzrostu szczepu E. coli ATCC 25922 wokdét krgzka
antybiogramowego. W przypadku, gdy badany izolat nie wytwarza karbapenemazy, widoczna
jest wyrazna duza strefa zahamowania wzrostu wokét krgzka z meropenemem; w przypadku
szczepu wytwarzajgcego karbapenemaze obserwuje sie wyrazne zmniejszenie strefy
zahamowania wzrostu. Ponizej zamieszczono szczegotowy opis wykonania i interpretacji

wynikow uzyskanych w tecie CIM.
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Test CIM — procedura

Wykonanie testu

Dla badanego izolatu bakterii przygotowac 1 probowke typu eppendorf
Probowke opisac¢ na wieczku numerem badanego izolatu bakterii lub numerem kolejnym,
przypisanym do danego izolatu
Do probowki doda¢ 400 ul jatowej wody destylowanej
Do probowki doda¢ mase bakterii w ilosci cate oczko ezy o objetosci 10 pl
Uwaga: Test CIM nalezy wykonywac dla swiezej 18-28 godzinnej hodowli bakterii
uzyskanej na podtozu agarowym, zawierajgcym 5% krwi baraniej.
Mase bakteryjng zawiesi¢ w wodzie poprzez energiczne ruchy obrotowe ezy w palcach
Zawartos¢ probowki doktadnie wymieszac przy uzyciu worteksu przez okoto 5 sekund
Do probki witozy¢ krgzek antybiogramowy, zawierajgcy meropenem (10 ug), starajgc sie
delikatnie zanurzy¢ krgzek w zawiesinie bakterii
Probéwke umiesci¢ w cieplarce laboratoryjnej (temp. 35£2°C) na 2 godziny
(Enterobacterales i Pseudomonas spp.) lub na 4 godziny (Acinetobacter spp.)
Pod koniec inkubacji przygotowac:
a. zawiesine szczepu wzorcowego E. coli ATCC 25922 o gestosci 0,5 McF w soli
fizjologicznej
b. przygotowang zawiesine szczepu wzorcowego posia¢ wymazéwkag (posiew w
trzech kierunkach, tak jak przy przygotowywaniu antybiogramu) na szalke
Petriego zawierajgcg podtoze agarowe Mueller-Hinton
Po zakonczeniu inkubacji wyjgc¢ krgzek z meropenemem, lekko dociskajgc go do
wewnetrznej powierzchni probowki, w celu usuniecia nadmiaru zawiesiny bakteryjnej
Potozyc¢ krgzek na powierzchni agaru Mueller-Hinton, posianego uprzednio szczepem
wzorcowym E. coli ATCC 25922.
Uwaga: Na jednej szalce mozna utozy¢ maksymalnie 6 krgzkow.

Szalke umiesci¢ w cieplarce laboratoryjnej (temp. 35+2°C) na 18-28 godzin
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2. Odczyt testu CIM

Odczyt testu polega na zmierzeniu srednicy strefy zahamowania wzrostu wokoét krgzka z
meropenemem (poming¢ rozlany wzrost bakterii widoczny bezposrednio przy krgzku z
meropenemem).

3. Interpretacja testu CIM

@ 17 mm — wynik dodatni — szczep wytwarza karbapenemaze
Uwaga: Dla szczepdéw wytwarzajacych karbapenemaze najczesciej obserwujemy
catkowity brak strefy zahamowania wzrostu (strefa 6mm).

@ 18-19 mm — wynik watpliwy
a. Test CIM nalezy powtorzyc:
a. uzyc wiekszej ilosci masy bakteryjnej (Acinetobacter spp.)
b. przedtuzy¢ inkubacje zawiesiny bakteryjnej z krgzkiem do 4 godzin
(Enterobacterales, Pseudomonas spp.);
c. probowke, zawierajacg zawiesine bakterii bardzo doktadnie wymieszac na
worteksie (10 sekund)
b. wykonac oznaczenie innym testem

@220 mm — wynik ujemny — szczep nie wytwarza karbapenemazy
Uwaga: Dla szczepdéw nie wytwarzajacych karbapenemazy obserwujemy wyrazna,
duzg strefe zahamowania wzrostu.

V. &

a. Test CIM nalezy powtorzyc:

a. uzy¢ wiekszej ilosci masy bakteryjnej (Acinetobacter spp.)

b. przedtuzy¢ inkubacje zawiesiny bakteryjnej z krgzkiem antybiogramowym
do 4 godzin (Enterobacterales, Pseudomonas spp.)

c. Uwaga: Pojedyncze kolonie, znajdujgce sie w strefie zahamowania wzrostu
najczesciej wskazujg na dodatni wynik testu CIM. U niewielkiego odsetka
szczepow wytwarzajgcych karbapenemaze, szczegodlnie Acinetobacter
spp., nawet 1 kolonia znajdujgca sie w strefie zahamowania wzrostu moze
wskazywac¢ na wynik dodatni.
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