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Test Carba NP zostat opracowany przez zesp6t badaczy francuskich i opublikowany w
2012 roku, jako bardzo prosty biochemiczny test diagnostyczny dla laboratoriow
mikrobiologicznych, umozliwiajacy szybkie wykrywanie karbapenemaz u pateczek
Enterobacteriaceae i Pseudomonas spp. w czasie do 2 godzin [1, 2]. Test oparty jest na
Sledzeniu hydrolizy imipenemu przez karbapenemazy uwolnione z lizatow komoérek
bakteryjnych, zawieszonych w buforze, zawierajgcym czerwien fenolowg. W wyniku hydrolizy
imipenemu nastepuje zmiana pH Srodowiska reakcji (zakwaszenie), ktéra obserwowana jest
wizualnie, jako zmiana barwy czerwieni fenolowej na kolor z6tty lub pomaranczowy. Wynik
dodatni $wiadczy o wytwarzaniu karbapenemazy przez badany izolat bakterii. Oryginalne
prace podkreslajg 100% czutosé¢ i 100% swoistos¢ testu Carba NP w przypadku szczepdw
Enterobacteriaceae oraz 100% swoistosc i 94.4% czutos¢ dla Pseudomonas spp. [1, 2]. W 2014
r. opublikowany zostat wariant testu, okreslony jako CarbAcineto, umozliwiajgcy wykrywanie
nabytych karbapenemaz u Acinetobacter spp., ktory rézni sie od testu Carba NP jedynie
wiekszg ilo$cig masy bakteryjnej oraz roztworem uzywanym do lizy komérek bakteryjnych [3].

W Krajowym Osrodku Referencyjnym ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéow (KORLD)
przeprowadzono ocene wykrywania karbapenemaz przy uzyciu testu Carba NP/CarbAcineto.
Zaobserwowano 100% zgodnos¢ otrzymanych wynikéw z wynikami testow fenotypowych z

uzyciem inhibitorow karbapenemaz, hydrolizy imipenemu w ekstrakcie biatkowym oraz PCR.
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Badanie wykonano dla 60 szczepdw Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. i Acinetobacter
spp., wytwarzajgcych karbapenemazy MBL, KPC lub OXA-48. Dla zdecydowane] wiekszosci
szczepow, dodatni wynik testu obserwowano po 30 — 60 minutach, chociaz dla niektérych
izolatdw, zwtaszcza pateczek Acinetobacter spp., byt on dodatni dopiero po dwdch godzinach
inkubacji. Zasadniczo nie obserwowano rdznic w odczycie i interpretacji wynikdw w zaleznosci
od gatunku drobnoustroju i rodzaju wytwarzanej karbapenemazy. Dla nielicznych izolatéw
uzyskano wyniki watpliwe, ktore wymagaty powtdrzenia lub potwierdzenia inng metoda.

Podtozem zalecanym przez KORLD do hodowli bakterii w celu wykonania testow
Carba NP/CarbAcineto jest podtoze Columbia z 5% dodatkiem krwi baraniej ze wzgledu na
100% czufo$¢ i swoistos¢ oraz najtatwiejszy odczyt i interpretacje uzyskanych wynikéw.
Ponadto, wysokg czutos¢ i swoistos¢ testu Carba NP uzyskuje sie dla komdrek bakteryjnych
hodowanych na podtozach nieselektywnych, takich jak: CPS (bioMerieux), CHROMagar
Orientation (BD), UTI (OXOID), UTI Clarity (OXOID) oraz agar tryptozowo-sojowy (bioMerieux)
i UriSelect 4 (Bio-Rad). Nalezy jednak zaznaczy¢, iz barwnik zawarty w podtozach
chromogennych ma wptyw na reakcje barwng obserwowang w tescie Carba NP, przez co
odczyt testu jest trudniejszy. KORLD zdecydowanie nie zaleca wykonywania testu Carba
NP/CarbAcineto z innych podtozy mikrobiologicznych, w tym z podtoza McConkey oraz
Mueller-Hinton (takze MH z dodatkiem krwi) ze wzgledu na znacznie nizszg czutos$¢ testow i
mozliwos¢ stosunkowo czestego otrzymywania wynikoéw fatszywie ujemnych, w zaleznosci od
producenta podfoza [4]. (Uwaga: W przypadku wykonania oznaczenia z podtoza innego niz
podtoze Columbia z 5% krwig barania, jedynie uzyskanie wyniku dodatniego testu Carba
NP/Carb Acineto jest wynikiem wiarygodnym, natomiast w przypadku otrzymania wyniku
ujemnego, test nalezy powtdrzyé dla bakterii hodowanych na podtozu Columbia z dodatkiem
krwi baraniej).

Do badania kazdorazowo i obowigzkowo nalezy dotaczyé¢ kontrole dodatnig (izolat
wytwarzajacy karbapenemaze) i ujemng (izolat niewytwarzajacy karbapenemazy) w celu
oceny poprawnosci wykonanego oznaczenia. W kazdym laboratorium, ktére przystepuje do
wykonywania testu Carba NP/CarbAcineto, nalezy réwnolegle prowadzi¢ tez klasyczne
oznaczenie karbapenemaz metodami fenotypowymi, przynajmniej przez okres kilku miesiecy,
dopdki laboratorium nie nabierze pewnosci, co do wiasciwego odczytu i interpretacji wynikow
testow Carba NP oraz CarbAcineto. Kazda niezgodnos$¢ pomiedzy wynikiem testéw Carba
NP/CarbAcineto, a testami fenotypowymi i/lub PCR jest zawsze sygnatem do uwazinego

sprawdzenia wykonanych oznaczen. Nalezy rowniez pamietac¢ o koniecznosci komunikowania
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sie z KORLD w sytuacji uzyskania ewidentnie pozytywnych lub niejasnych wynikéw oznaczen
karbapenemaz oraz nadsyfania szczepdw zgodnie z wytycznymi KORLD.

W swietle wtasnych doswiadczen, a takze bardzo niepokojacego rozprzestrzeniania
sie szczepow pateczek Gram-ujemnych, wytwarzajgcych nabyte karbapenemazy w Polsce,
uzyskanie wiarygodnego wyniku w krétkim czasie ma niebagatelne znaczenie, zaréwno w
przypadku postepowania terapeutycznego z pojedynczym pacjentem, jak i wszelkich dziatan
kontrolno-interwencyjnych zgodnych z Rekomendacjami Ministra Zdrowia [5].

Testy Carba NP i CarbAcineto s3 polecane przez Krajowego Konsultanta w dziedzinie

mikrobiologii medycznej - Prof. Walerie Hryniewicz oraz przez Krajowy Osrodek

Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow (KORLD) do rutynowego stosowania w

laboratoriach mikrobiologicznych w diagnostyce izolatéw niewrazliwych na karbapenemy.

Dodatni wynik testu nalezy zawsze traktowad jako sygnat do bezzwlocznego przekazania

informacji Zespotowi ds. Kontroli Zakazen Szpitalnych oraz lekarzowi prowadzgcemu

pacjenta.
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Test Carba NP
Schemat wykonania testu dla Enterobacteriaceae i Pseudomonas spp.

Dla kazdego izolatu bakterii oznaczenie wykonujemy réwnocze$nie w dwdch probéwkach
typu eppendorf, ktére nalezy opisa¢ na wieczku numerem badanego izolatu bakterii,
ponadto jedng z probdwek (préobka wtasciwa) wyraznie oznaczy¢ kropka

1 - prébka kontrolna
1°- prébka wtasciwa

|

T

Do obu probéwek dodaé po 100 pl buforu lizujacego B-PER 11 !

Do obu probéwek doda¢ mase bakterii ?

Zawartosc¢ probowek doktadnie wymiesza¢ na vorteksie (!)

Do prébki 1 dodaé 100 pl buforu A *) Do prébki 1° dodaé 100 pl roztworu B

Wyjeta z zamrozenia porcje buforu A | Roztwdér B otrzymujemy przez doktadne
mozna przechowywac w  temp. | rozpuszczenie 12 mg preparatu TIENAM g
pokojowej (na stole laboratoryjnym) i | (imipenem z cylastatyng) w 1 ml buforu A.

uzywac przez tydzien; buforu A nie wolno | Roztwér B zawsze nalezy przygotowaé na
ponownie zamrazac (!) Swiezo, tuz przed dodaniem do proébki (!), w
objetosci potrzebnej do wykonania oznaczenia.

Prébki doktadnie wymieszac na vorteksie (!)

Inkubacja do 2 godzin w cieplarce laboratoryjnej (temp. 37°C)

Odczyt i interpretacja wynikéw °

Odczytu testu, dla kazdego izolatu, za kazdym razem, dokonujemy poprzez poréwnanie
barwy mieszaniny w obu probdwkach (kontrolnej i wtasciwej), po doktadnym ich
wymieszaniu (!)
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Y potrzebne odczynniki
Bufor B-PER Il, Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, Pierce, Cat: 78260 — 250
ml)
TIENAM (imipenem 500 mg + cylastatyna 500 mg)
Czerwien fenolowa; Phenol-red solution 0,5%, (SIGMA, Nr kat. P0290 — 100ml)
Siarczan cynku, heptahydrat (ZnSO,-7H,0; Merck, Nr kat. 1088830500 — 0,5 kg).
Siarczan cynku stuzy do przygotowania roztworu 1M (roztwdr wyjsciowy) i 10 mM (roztwdr
roboczy). Aby przygotowac roztwor 1 M nalezy rozpusci¢ 2,879 ZnS0O,7H,0 w 10 ml wody
destylowanej (przygotowany roztwor przechowywaé¢ w lodéwce do wyczerpania). Aby
przygotowac roztwdr 10mM nalezy roztwdr 1M rozciericzy¢ 100 razy, czyli 10 ul roztworu
1 M dodac¢ do 1ml wody destylowanej; roztwdor 10mM nalezy przygotowac na swiezo tuz przed
dodaniem do buforu A”.

2 Masa bakteryjna

=  KORLD zaleca aby mase bakterii zbiera¢ wytgcznie z hodowli na podtozu agarowym Columbia z
5% dodatkiem krwi baraniej — wynik testu Carba NP jest woéwczas najtatwiejszy do
interpretacji, a czutosé i swoistos¢ testu wynosi 100%.

= Test najlepiej wykonywal ze Swiezej hodowli bakterii (tj. na drugi dzien po wysianiu);
wyjatkowo mase bakterii mozna zbiera¢ z hodowli starszej, ale najwyzej 3-4 dniowej; test
wykonany ze starszych hodowli jest trudniejszy do interpretacji.

= QOrientacyjna ilos¢ masy bakteryjnej, ktérg nalezy zawiesi¢ w kazdej z probéwek (kontrolnej i
wiasciwej) to okoto % - % ,0czka” 10 mikrolitrowe] ezy jednorazowej (niebieskiej).

= Mase bakteryjng najtatwiej zawiesi¢ w buforze B-PER Il, poprzez energiczne ruchy obrotowe
ezy w palcach, znacznie trudniej zawiesi¢ bakterie w roztworze, gdy poruszamy ezg w gore i
dot.

3 Bufor A — przygotowanie

= Do 16,6 ml wody destylowanej doda¢ 2 ml 0,5% roztworu czerwieni fenolowej (dobrze
wymieszanej).

=  Przy uzyciu pH-metru doktadnie ustali¢ pH 7,8 przez dodanie kroplami 1N NaOH.

=  Po ustaleniu pH, do roztworu doda¢ 180 pl 10 mM roztworu siarczanu cynku (ZnSO,4-7H,0).
Zaleca sie przygotowywac wiekszqg wyjsciowq objetos¢ buforu A, na przyktad poprzez
czterokrotne zwiekszenie podanych wyzej objetosci wody, czerwieni fenolowej i siarczanu
cynku. Przygotowany bufor A rozporcjowac do plastikowych probowek, na przyktad po 5 ml/
(objetos¢ 5 ml wystarcza do wykonania oznaczenia dla 25 izolatow bakterii) lub w innej
objetosci, w zaleznosci od potrzeb i zamrozi¢ w temp. minus 20 C; w zamrozeniu roztwor A
moze byc¢ przechowywany przez kilka miesiecy. Po rozmrozeniu bufor A przechowywaé w
temp. pokojowej (na stole laboratoryjnym) i uzywac przez tydzien, buforu A nie wolno
ponownie zamrazac (!)

Y TIENAM
= Fiolke zawierajgcg TIENAM w postaci proszku przechowywac w temperaturze loddwki.
=  Tuz przed wykonaniem testu Carba NP nalezy odwazy¢ potrzebng ilo$¢ preparatu i doktadnie
rozpusci¢ w okreslonej objetosci buforu A, zgodnie z przelicznikiem 12 mg TIENAM + 1 ml
buforu A.
= TIENAM bardzo szybko traci swojg aktywnosc¢ w roztworze dlatego w postaci rozpuszczonej nie
moze by¢ zamrazany, ani przechowywany w lodéwce nawet przez kilka godzin.

> Odczyt i interpretacja wynikéw
= Catkowity czas inkubacji testu Carba NP wynosi 2 godziny, ale odczytu dokonuje sie juz
wczesniej, w trakcie inkubacji, bowiem dla niektdrych izolatow bakterii wynik testu jest
dodatni juz po kilku- lub kilkunastu minutach.
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= Dla izolatéw, dla ktérych wynik jest wyraZnie dodatni po czasie krotszym niz 2 godziny, nie ma
potrzeby przedtuzania inkubacji do 2 godzin.

=  Probki uznajemy ostatecznie za ujemne, jesli wynik jest negatywny po uptywie 2 godzin
inkubacji. Nie nalezy odczytywac wynikdéw po inkubacji trwajgcej dtuzej niz 2 godziny, ani tym
bardziej po 24 godzinach.

= W rzadkich przypadkach, w prébie z imipenemem (1°), po inubacji, mozemy obserwowac
jedynie niewielkq zmiane barwy na kolor lekko pomararczowy (zmiana barwy budzi
wgtpliwosci): zawsze w takiej sytuacji test nalezy powtdrzyé, a w przypadku dalszych
niejasnosci poczekac na wynik oznaczenia tradycyjng metodq fenotypowq.

= Dla niektdrych izolatéw, po inkubacji, mozemy zaobserwowac dos¢ wyrazng zmiane barwy w
obu probdéwkach na kolor Zétto-pomarariczowy: wynik taki nie podlega interpretacji, zawsze
nalezy go zweryfikowac inng metodg.

3 Interpretacja wynikow uzyskanych w tescie Carba NP

Odczytu testu, dla kazdego izolatu, za kazdym razem, dokonujemy poprzez poréwnanie barwy
mieszaniny w obu probéwkach (kontrolnej-1 i wtasciwej-1°), po doktadnym ich wymieszaniu

(!)

Wynik ujemny

Barwa mieszaniny w prébce bez imipenemu (1) i w probdwce z
imipenemem (1°) jest czerwona.

=

; lr
2 ‘ Wynik dodatni
o Barwa mieszaniny w probdéwce bez imipenemu (1) jest czerwona,
natomiast barwa mieszaniny w probdwce z imipenemem (1°) jest
26tta lub wyraznie pomaranczowa.

Wynik watpliwy — zawsze nalezy go zweryfikowa¢ inng metoda

Barwa mieszaniny w probéwce z imipenemem (1°) nieznacznie
rozni sie od barwy mieszaniny w probdwce kontrolnej bez
imipenemu (1). Zmiana barwy mieszaniny w probdwce (1°) budzi
watpliwosci.

L Wynik niepodlegajacy interpretacji — zawsze nalezy go
zweryfikowa¢ inng metoda

, " W obu probdowkach (1) i (1°) barwa mieszaniny jest wyraznie
'b u zmieniona.
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Test CarbAcineto — wykrywanie nabytych karbapenemaz u Acinetobacter spp.

Test CarbAcineto zasadniczo wykonujemy i interpretujemy tak samo jak test Carba NP,
jednakze w tescie CarbAcineto zamiast buforu lizujgcego B-PER Il nalezy uzy¢ 5M roztwor
NaCl (29,2 g NaCl rozpusci¢ w 100 ml wody destylowanej, przechowywaé¢ w temperaturze
pokojowej do wyczerpania roztworu). Do testu CarbAcineto nalezy pobraé¢ duio masy
bakteryjnej (cate oczko 10 mikrolitrowej ezy jednorazowej, niebieskiej). Pozostate etapy testu
oraz odczyt i interpretacja wynikéw jest identyczna jak w tescie Carba NP. Zasadniczo, o
dodatnim wyniku testu CarbAcineto $wiadczy zmiana barwy mieszaniny w probdwce (1°) z
imipenemem na kolor z6tty lub pomaraninczowy, przy niezmienionej barwie mieszaniny w
porobdwce kontrolnej (1). Dla niektérych izolatébw wynik dodatni testu CarbAcineto
obserwujemy dopiero po petnych dwdch godzinach inkubacji, a o wyniku dodatnim czesto
$wiadczy zaledwie pomarariczowa barwa mieszaniny w probdwce z imipenemem (1°) (zdjecie

ponizej).

Wynik dodatni testu CarbAcineto

Probéwka bez imipenemu (1) - czerwona barwa
1 mieszaniny

Probdéwka z imipenemem (1°) - pomarariczowa/z6tta
barwa mieszaniny
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