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Zmiany w stosunku do poprzedniej wersiji (6.0)

Sekcja Zmiana

Przygotowanie butelek do posiewu krwi Dodano informacje o innych butelkach do posiewow
krwi.

Inokulacja ptytek agarowych bezposrednio z Dodano informacje dotyczace inokulacji i inkubacii

butelek do posiewow krwi ptytek

Wazne uwagi dotyczgce stosowania metody Dodano informacje dotyczgce stosowania punktow

EUCAST RAST odciecia EUCAST RAST w zaleznosci od sposobu
podawania
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Metoda RAST wg EUCAST opiera sie na standardowej metodyce oznaczanie lekowrazliwosci metodg
dyfuzyjno-krazkowa wg EUCAST. Modyfikacje dotyczga: inokulum, skrécenia czasu inkubacji, instrukcji odczytu
i wartosci granicznych wyznaczonych dla RAST.

Celem metody EUCAST RAST jest umozliwienie szybkiego oznaczania wrazliwosci bezposrednio z dodatnich
posiewdw krwi. Metoda RAST pozwala odczytaé¢ wartosci graniczne po 4, 6 i/lub 8 godzinach inkubacji.
Dodatkowo opracowano wartosci graniczne RAST dla inkubacji trwajacej 16-20 godzin. Wyniki powinny by¢
odczytywane po 16-20 godzinach tylko wtedy, gdy nie jest mozliwe ich odczytanie po 4, 6 i/lub 8 godzinach
inkubacji, na przyktad z powodu ograniczonych godzin pracy laboratorium.

Metoda zostata zwalidowana dla nastepujgcych gatunkdéw: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (w tym
Klebsiella variicola i Klebsiella quasipneumoniae), Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium oraz
Streptococcus pneumoniae.

Przygotowanie butelek z posiewem krwi

Metoda RAST wg EUCAST zostata zwalidowana przy uzyciu nastepujacych butelek do posiewu krwi: BACTEC
(Becton Dickinson), BacT/ALERT (bioMérieux) i VersaTREK (Thermo Fisher). Metoda RAST moze by¢ stosowana
w ciggu 0-18 godzin po uzyskaniu dodatniego wyniku posiewu krwi. Dodatnig butelke z posiewem krwi
najlepiej wyja¢ z aparatu do hodowli krwi tuz przed wykonaniem oznaczenia lekowrazliwosci metodg RAST,
jednak w celu umozliwienia transportu butelek pozytywnych sprawdzono wptyw trzymania butelek w
temperaturze pokojowej po wyjeciu z aparatu. Pozostawienie butelek do 3 godzin w temperaturze pokojowej
po wyjeciu z aparatu nie wptywa na wyniki RAST. Metody RAST nie nalezy stosowaé do posiewdéw krwi
zawierajgcych mieszane gatunki drobnoustrojéw.

Inokulacja ptytek bezposrednio z dodatnich butelek z posiewem krwi

Na kazda okragty ptytke z podtozem MH/MH-F o $rednicy 90 mm nalezy nanies$¢ 125425 pl
nierozciefczonego podtoza do posiewu krwi z dodatniej butelki z posiewem krwi. Zawiesine nalezy delikatnie
rozprowadzié¢ na powierzchni agaru: recznie, w trzech kierunkach za pomocg wymazéwki lub z uzyciem
automatycznego inokulatora do ptytek. Krazki nalezy naktadac tak samo jak w standardowej metodzie
badania lekowrazliwosci, natychmiast po inokulacji ptytek nalezy natozy¢ krazki antybiotykowe, maksymalnie
4-6 krgzkéw na ptytke. Inkubacje ptytek najlepiej rozpoczac bez zadnych opdzniert, maksymalnie na stos
mozna umiescié 5 ptytek.

Inkubacja i odczytywanie ptytek

Ptytki nalezy inkubowac zgodnie z opisem z Tabeli 1. Ptytki nalezy odczytywaé w ciggu = 5 minut od
wyznaczonego czasu odczytu (4, 6 i/lub 8 godzin). Jesli zachodzi taka potrzeba, ptytki nalezy reinkubowaé w
ciggu 10 minut, aby umozliwi¢ odczyt po 6 i/lub 8 godzinach. Jesli konieczne jest inkubowanie ptytek przez
wiecej niz 8 godzin, strefy zahamowania wzrostu nalezy odczyta¢ w ciggu 16-20 godzin. Nie nalezy
inkubowac ani odczytywac ptytek dtuzej niz 20 godzin.

Tabela 1. Warunki inkubacji dla ptytek antybiogramowych

Drobnoustroéj Czas inkubacji Podtoze | Warunki inkubacji

Escherichia coli 4,6, 8i16-20 godzin MH 35+1°C, warunki tlenowe
Klebsiella pneumoniae
Salmonella enterica
Acinetobacter baumannii
Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Metodyka RAST wg EUCAST wersja 7.0 (www.eucast.org)



Pseudomonas aeruginosa 6, 8 16-20 godzin MH 35+1°C, warunki tlenowe

Streptococcus pneumoniae 4,6, 8i16-20 godzin MH-F 35+1°C, 4-6% CO,

Kontrola ptytek po inkubacji

4, 6 i 8 godzin inkubacji

Po 4-8 godzinnej inkubacji wzrost na podtozu Muller-Hinton czesto jest mniej wyrazny niz przy
standardowym czasie inkubacji (16-20 godzin). Wielkosci stref zahamowania wzrostu nalezy odczytywac,
gdy wzrost jest zlewny, a granice stref wyrazne. Patrz Zdjecie 1.

Zdjecie 1. E. coli po 4 godzinach inkubacji. Nalezy odczytywaé wytgcznie strefy o wyraznych krawedziach
(linia ciggta). Nie nalezy odczytywac stref, ktérych granice sg niewyrazne (linia przerywana).

16-20 godzin inkubacji
Po inkubacji przez 16-20 godzin metodg RAST, wzrost na ptycie agarowej Mueller-Hinton bedzie czesto
bardziej intensywny w poréwnaniu do standardowej metody dyfuzyjno-krgzkowej EUCAST. Patrz Zdjecie 2.
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Zdjecie 2. E. coli po 16-20 godzinach inkubacji.

Pomiar $rednicy zahamowania wzrostu

Ogolne instrukcje odczytu stref zahamowania wzrostu

e Odczytuj ptytki MH na tle ciemnym, ptytki MH-F na tle jasnym. Trzymaj ptytke okoto 30 cm od oczu,
pod katem 45 stopni wzgledem powierzchni blatu roboczego. Pochyl ptytke w kierunku siebie, aby
zidentyfikowad wyrazne krawedzie stref zahamowania wzrostu.

e Mierz $rednice stref zahamowania wzrostu recznie, z doktadnoscig do milimetra. Metoda RAST nie
zostata zwalidowana dla czytnikdw automatycznych. Wszystkie pomiary powinny byé wykonywane
recznie.

e Nalezy zignorowac cienki wzrost w strefie zahamowania wzrostu z wyrazng krawedzig strefy. Taki

obraz pojawia sie we wczesnym odczycie w przypadku E. coli i K. pneumoniae, najczesciej dla
antybiotykéw B -laktamowych.

Szczegoétowe instrukcje pomiaru wielkosci stref zahamowania wzrostu po 4,6 i 8 godzinach

e Plytki z podtozem MH, jak i MH-F nalezy odczytywaé manualnie, od przodu ptytki i ze zdjeta
przykrywka, w swietle odbitym.

e Dla Acinetobacter baumannii przy trimetoprimie-sulfametoksazolu nalezy odczytywac zewnetrzng
krawedz strefy zahamowania wzrostu i zignorowaé wzrost wewnatrz strefy.

e (Czasami po 4 godzinach nie ma wyraznej strefy zahamowania, ale srednica strefy moze by¢ fatwo
zmierzona po 6 godzinach (Tabela 2). Nie zawsze jest mozliwe odczytanie stref zahamowania dla
wszystkich testowanych srodkéw przeciwbakteryjnych.

Szczegoétowe instrukcje pomiaru wielkosci stref zahamowania wzrostu po 16-20 godzinach

e  Piytki z podtozem MH nalezy odczytywaé manualnie, z tytu ptytki w sSwietle odbitym, ptytki z
podiozem MH-F od przodu ptytki i ze zdjetg przykrywka, w swietle odbitym.

e Dla Pseudomonas aeruginosa odczytujac strefe zahamowania wzrostu nastepujacych lekow
przeciwdrobnoustrojowych: piperacyliny-tazobaktamu, , imipenememu, imipenememu-
relebaktamu, meropenemu i meropenemu-waborbaktamu nalezy poming¢ pojedyncze kolonie
wewnatrz strefy zahamowania wzrostu. Patrz Zdjecie 3.
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Zdjecie 3. Zignoruj pojedyncze kolonie w strefie zahamowania wzrostu i odczytaj zewnetrzng krawedz strefy.

Tabela 2. Odsetek wielkosci stref zahamowania wzrostu, ktére mozna odczyta¢ po 4-20 godzinach

inkubacji.
Drobnoustroj 4 godziny (%) 6 godzin (%) 8 godzin (%) 16-20 godzin(%)
Escherichia coli 90 99 99 100
Klebsiella pneumoniae 96 98 98 100
Salmonella enterica 93 100 100 100
Pseudomonas aeruginosa ** - 88 97 100
Acinetobacter baumannii 99 100 100 100
Staphylococcus aureus 55 #** 91 95 100
Enterococcus faecalis 93 99 100 100
Enterococcus faecium 44 93 99 100
Streptococcus pneumoniae 68 83 95 100

* W tabeli wskazano ,,mozliwe do odczytania”, a nie ,mozliwe do interpretacji”, poniewaz niektére srednice
stref bedg w ATU.

** U niektdrych izolatow P. aeruginosa moze wystepowac staby wzrost podczas testu RAST. Te same izolaty
zazwyczaj wykazujg staby wzrost réwniez w standardowej metodzie dyfuzyjno-krgzkowej po 16-20
godzinach inkubacji.

*** Cefoksytyna i aminoglikozydy sg tatwe do odczytania, podczas gdy norfloksacyna i klindamycyna sg
trudniejsze.

Interpretacja wynikéw

e Zinterpretuj zmierzone Srednice stref zahamowania wzrostu zgodnie z najnowszg wersjg tabeli
wartosci granicznych RAST.

e (Czasami nie jest mozliwe podanie kategorii wrazliwosci dla wszystkich testowanych lekow
przeciwdrobnoustrojowych z powodu braku wzrostu, braku mozliwosci wiarygodnego odczytania
strefy lub $rednica strefy jest podana w ATU. W takich przypadkach pozostaw raport pusty dla
danego antybiotyku. Sugerujemy, aby laboratoria zamieszczaty komentarz w raportach dotyczgcych
dodatniego wyniku badania krwi, ktéry wyjasnia, dlaczego niektére wyniki mogg czasami pozostac
puste. Proponowany komentarz: ,Testowanie wrazliwosci na antybiotyki bezposrednio z
pozytywnych butelek krwi, gdzie wyniki czesto mogga by¢ dostepne po 4, 6 i/lub 8 godzinach,
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wymaga, aby tylko wiarygodne wyniki byty raportowane. Raport o wrazliwosci, ktdry nie zawiera
wynikéw po krotkiej inkubacji, moze zostaé uzupetniony o dodatkowe wyniki na pdzniejszym etapie
inkubacji. Wazne jest, aby wyniki przedstawione po krétkim czasie inkubacji byty doktadne i oparte
na solidnych dowodach, a dalsze wyniki mogg zosta¢ dodane, jesli wyniki po petniejszej inkubacji
réznig sie.”

Obszar niepewnosci technicznej (ATU)

ATU to zakres srednic stref zahamowania wzrostu. Wyznaczono ATU dla wszystkich kombinacji organizméw i
srodkdéw przeciwdrobnoustrojowych w metodzie EUCAST RAST. ATU reprezentuje obszar, w ktérym
rozdzielenie kategorii wrazliwosci jest stabe. W tym obszarze dramatycznie wzrasta ryzyko btednej
interpretacji, a sama interpretacja nie jest mozliwa. Wyniki powyzej lub ponizej ATU moga by¢ wiarygodnie
zgtaszane.

Gdy wynik znajduje sie w obrebie ATU, nie mozna go zinterpretowac. Nie wahaj sie pozostawi¢ raportu
pustego dla danego antybiotyku. Po 4 godzinach, ponownie inkubuj ptytki w ciggu 10 minut i oczytaj ponownie
po 6 godzinach, 8 godzinach oraz, w razie koniecznosci, po 16-20 godzinach. Jesli petny wynik nie moze zostaé
uzyskany po inkubacji przez 8 lub 16-20 godzin, wykonaj oznaczenie lekowrazliwosci przy uzyciu standardowe;j
metody dyfuzyjno-krazkowej wg EUCAST.

Zalecenia dotyczace kontroli jakosci

Dla standardowej metody dyfuzyjno-krazkowej wg EUCAST zaleca sie codzienng kontrole wewnetrzng w celu
sprawdzenia procedury i materiatéw uzywanych do badania lekowrazliwosci. EUCAST wyznaczyt kryteria dla
wynikow po 4, 6, 8 i 16-20 godzinach inkubacji dla pieciu szczepédw wzorcowych (E. coli ATCC 25922,
P.aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212 i S. pneumoniae ATCC 49619). Kryteria
te sg dostepne w Tabelach wartosci granicznych dla QC RAST. Kontrole jakosci dla RAST wykonuje sie gtdwnie
w celu ustawienia i sprawdzenia implementacji nowej procedury. Wszystkie czasy odczytu stosowane w
laboratorium powinny by¢ walidowane przy uzyciu wskazanych szczepdw wzorcowych. Kiedy procedura
zostanie juz ustalona, do momentu wprowadzenia nowego personelu lub materiatéw (zmiana systemu do
hodowli krwi, podtozy lub kragzkéw), kontrola jakos$ci RAST nie jest wymagana. Zgodnie z zaleceniami EUCAST,
procz kontroli RAST, nalezy regularnie przeprowadzad takze wewnetrzng kontrole jakosci dla standardowej
metodyki.

Kontrola jakosci RAST polega na inokulacji butelki do posiewu krwi 1 ml zawiesiny 100-200 CFU/MI* szczepu
wzorcowego z dodatkiem ok. 5 ml jatowej odwtéknionej krwi koriskiej lub baraniej. Inokulowane butelki nalezy
inkubowa¢ w aparacie do posiewu krwi i po uzyskaniu dodatniego wyniku postepowac zgodnie z opisang
metodyka.

*100-200 CFU/MI = zawiesina 0,5 McFarlanda rozciericzona 1:1 000 000, patrz rysunek ponizej

Metodyka RAST wg EUCAST wersja 7.0 (www.eucast.org)



10l 104l 104l 1 ml

CNG N W VW

Odwtdkniona
krew konska
lub barania

Szczep wzorcowy 990 pl jatowa 990 pl jatowa 990 pl jatowa .
Zawiesina 0,5 sol fizjologiczna sol fizjologiczna sol fizjologiczna Podtoze
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a) Przygotuj zawiesine szczepu wzorcowego o gestosci 0,5 McFarlanda.

b) Rozciencz zgodnie z podanym schematem oraz dodaj odwtéknionej krwi baraniej lub konskiej.
c) Inkubuj butelke w aparacie do posiewu krwi.

d) Po uzyskaniu wyniku dodatniego opracuj butelki zgodnie z opisang metodologig RAST.

e) Uzyj kryteridow QC RAST do oceny wynikow.

Istotne uwagi do stosowania metody RAST wg EUCAST

*  Wielkosci stref zahamowania wzrostu nalezy odczytywac wytgcznie kiedy wystepuje wzrost
zlewny, a krawedzie stref sg wyraznie widoczne.

*  Wielkosci stref zahamowania wzrostu nalezy odczytac¢ wytgcznie w wyznaczonych przedziatach
czasowych tj. po 4,6 i 8 godzinach, a gdy jest to mozliwe (np. z powodu godzin pracy
pracowni/laboratorium), po 16-20 godzinach inkubaciji.

*  Wyniki pomiaréw wielkosci stref nalezy interpretowac zgodnie z Tabelami wartosci granicznych
EUCAST RAST, a nie standardowymi Tabelami wartosci granicznych EUCAST. Wartosci graniczne
dotyczg stosowania antybiotykéw w formie dozylnej. W przypadku rozwazania innych sposobdéw
podania lekéw przeciwdrobnoustrojowych, nalezy zwréci¢ uwage na uzyskanie wystarczajacej
ekspozyciji.
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