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TILSIGTET BRUG

BD BBL Cefinase discs (Cefinase skiver) er beregnet til brug ved hurtig testning af isolerede kolonier af Neisseria gonorrhoeae,
Staphylococcus arter, Haemophilus influenzae, enterococci og anaerobe bakterier til frembringelse af B-lactamase.

RESUME OG FORKLARING

Visse bakteriers evne til at producere enzymer, som inaktiverer a-lactam antibiotika, dvs. penicilliner og cephalosporiner, har

veeret anerkendt leenge. Abraham og Chain genkendte i 1940 forste gang en enzymaktivitet i ekstrakter af Escherichia coli, som
inaktiverede penicillin.* Siden da er et stort antal lignende enzymer blevet isoleret fra et antal bakteriearter med noget anderledes
substratspecificiteter. Nogle hydrolyserer selektivt penicillinklasseantimikrober (dvs. penicillin G, ampicillin, carbenicillin) og er blevet
beskrevet som penicillinaser. Andre hydrolyserer selektivt caphalosporinantimikrober (dvs. cephalothin, cephalexin, cephradine) og
er blevet beskrevet som cephalosporinaser. Andre enzymer hydrolyserer imidlertid bade cephalosporiner og penicilliner.2

Et stort antal af B-lactamase-resistente penicillin- og cephalosporinantimikrober er blevet udviklet af forskellige
leegemiddelvirksomheder. En gruppe omfatter de halvsyntetiske penicilliner; methicillin, oxacillin, nafcillin og andre, som er
resistente over for de penicillinaseenzymer, som produceres af staphylococci.3 Et stort antal cephalosporiner, som har forskellige
grader af resistens over for -lactamaser, er ogsa blevet udviklet. Disse omfatter andengenerations cephalosporiner (cefoxitin,
cefamandol og cefuroxime) og tredjegenerations cephalosporiner (cefotaxime, moxalactam, cefoperazone og andre).4

Der er udviklet adskillige kliniske tester til pavisning af B-lactamaser. Disse tester giver hurtig information, som forudsiger udviklingen
af resistens. Fortolkning af B-lactamase testresultater skal tage falgende i betragtning: testens falsomhed for forskellige klasser af
B-lactamase enzymer, typerne af B-lactamaser, som produceres af forskellige taksionomiske grupper af organismer og de forskellige
B-lactamasers substratspecificiteter.

De mest almindeligt anvendte kliniske fremgangsmader omfatter den jodometriske metode, den acidometriske metode og

en reekke forskellige kromogene substrater.5 De jodometriske og acidometriske tester udferes almindeligvis ved hjeelp af

penicillin som et substrat, og kan derfor kun pavise enzymer, som hydrolyserer penicillin. En af de kromogene cephalosporiner,
PADAC (Calbiochem-Behring) har vist sig at vaere effektiv til pavisning af de fleste kendte B-lactamaser bortset fra nogle af
penicillinaserne, som produceres af staphylococci, og nogle B-lactamaser, som produceres af anaerobe bakterier.6 Et andet
kromogent cephalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), har vist sig at vaere effektivt til pavisning af alle kendte B-lactamaser, inklusiv
staphylokokpenicillinaser.”-9

For mange taksionomiske grupper af organismer, f.eks. Enterobacteriaceae, er 3-lactamase testen kun af ringe veerdi, fordi en
mangfoldighed af B-lactamase enzymer med forskellige substratspecificiteter kan blive produceret inden for gruppen eller endog
inden for en enkelt stamme. 10

| andre bakterier, for eksempel penicillin-resistent Neisseria gonorrhoeae, ! Staphylococcus aureus,12.13 Moraxella catarrhalis'4 og
ampicillin-resistent Haemophilus influenzae,59.15 produceres der kun en klasse enzymer af resistente stammer. B-lactamase testen
udfgrt med disse organismer muligger en forudsigelse af resistens, som skal ske straks efter primaer isolation, 18-24 h for det
tidspunkt, hvor resultater af vaekstafhaengig falsomhed ville vaere tilgeengelige.

Da praevalensen af B-lacatmase-producerende enterococci forekommer at veere lille, kan en lille podedosis resultere i, at stammer
ikke bliver pavist af faglsomhedstestning, og der anbefales rutinemeaessig screening ved nitrocefinskivemetoden.16

Med anaerobe bakterier er forholdet mellem produktionen af B-lactamase og resistens over for B-lactam antimikrober kompliceret
og noget lig Enterobacteriaceae. B-lactamaser findes almindeligvis inden for Bacteroides arter,'” dog er B-lactamase-producerende
stammer af Clostridium butyricum, C. perfringens og Fusobacterium sp. blevet rapporteret.'8.19 Blandt Bacteroides gruppen kan en
lang raekke enzymer produceres med forskellige substratspecificiteter. De B-lactamaser, som hyppigt findes i stammer af Prevotella
melaninogenica og P. oralis, er normalt specifikke for penicilliner (penicillinase),20 hvorimod de B-lactamaser, som hyppigt findes i
gruppen af B. fragilis, er cephalosporinaser.2’. 22 En reekke forskellige cephalosporinaser er rapporteret i gruppen B. fragilis, og de
omfatter nogle meget aktive enzymer, som kan hydrolysere nogle af de cephalosporiner, som rapporteres at veere B-lactamase-
resistente, som f.eks. cefotaxim.23.24 Der er rapporter om sjaeldne stammer, som ved hgje hastigheder hydrolyserer alle kendte
B-lactamer inklusiv cefoxitin.24. 25

Selvom de B-lactamaser, der produceres af gruppen B. fragilis, er mest aktive over for cephalosporiner, er de fleste stammer resistente
over for penicillin, carbenicillin og ampicillin i tester af vaekstafheengig felsomhed.17.26 Dette fund antyder, at gruppen B. fragilis kan
veere internt resistent over for penicilliner gennem faktorer som permeabilitetsbarrierer,22 eller at B-lactamasen produceres i maengder,
der er tilstreekkelige til at overvinde den relativt langsomme hydrolysefrekvens i enzymet med penicilliner. Vidnesbyrd, som synes

at understgtte en bidragende rolle for B-lactamase i resistensen over for penicilliner, findes i rapporter, om at kombinationen af
clavulansyre (en B-lactamase hasemmer) og penicilliner er mange gange mere aktiv mod B. fragilis, end penicillin alene.27



Uanset arsagen/arsagerne til penicillinresistens hos B. fragilis ber alle stammer nok betragtes som resistente.28 De andre
gram-negative anaerobe stammer er sandsynligvis falsomme over for penicillin sa laenge de er B-lactamase-negative.28
PROCEDURENS PRINCIPPER

BD BBL Cefinase skiven er impreegneret med det kromogene cephalosporin, nitrocefin. Denne forbindelse udviser en meget hurtig
farveaendring fra gult til radt, da amidbindingen i B-lactamringen hydrolyseres af en B-lactamase Nar en bakterie producerer dette
enzym i signifikante meaengder, bliver den gulfarvede skive rad i det omrade, hvor isolatet pafgres.

Selvom andre penicilliner og cephalosporiner kan bruges som substrater til specifikke enzymer, har nitrocefin det brede spektrum af
felsomhed og sensitivitet hos de kommercielt tilgeengelige B-lactamer. Det vides ikke at reagere med andre mikrobielle enzymer.29

Hver skive bruges til at teste en bakteriestamme for tilstedeveerelse af B-lactamase.

REAGENSER

BD BBL Cefinase skiver impraegneret med nitrocefin.
Advarsler og forholdsregler:

Til in vitro diagnostik.

Disse skiver er ikke beregnet til brug ved testning af fglsomhed.

Overhold aseptiske teknikker og fastlagte forholdsregler mod mikrobiologiske farer under alle procedurer. Efter brug skal
preeparerede plader og andre kontaminerede materialer steriliseres ved autoklavering, inden de kasseres.

Nitrocefin frembringer mutationer hos visse stammer af bakterier (Ames test) og kan vaere sensibiliserende. Indtagelse, indanding
eller kontakt med hud eller gjne skal undgas.

Opbevaringsinstruktioner: Ved modtagelsen skal den uabnede pakning opbevares ved -20 til +8 °C. Efter brug skal

BD BBL Cefinase magasinet opbevares i en luftteet glasbeholder indeholdende tarremiddel og opbevares ved -20 til +8 °C. Kassér
resterende BD BBL Cefinase skiver 60 dage efter abning af blisterpakningen. Udlgbsdatoen pa magasinet geelder kun for skiver, der
er intakte i uabnet blisterpakning.

Tegn pa nedbrydning: Magasinet ma ikke bruges, hvis skiverne forekommer orange eller rgde.

PRGVEINDSAMLING OG -HANDTERING

Denne procedure ma ikke bruges direkte med kliniske praeparater eller andre kilder indeholdende blandet bakterieflora. De
bakterier, som skal testes, skal forst isoleres som separate kolonier ved at udstryge praeparatet pa egnede dyrkningsmedieplader.
PROCEDURE

Vedlagte materialer — BD BBL Cefinase skiver, 50 skiver pr. magasin.

Nadvendige materialer, der ikke er vedlagt — Hjeelpereagenser, kvalitetskontrolorganismer og laboratorieudstyr som pakreevet
til proceduren.

Testprocedure:

1. Med en enkelt pladedispenser dispenseres det pakreevede antal plader fra magasinet i en tom petriskal eller pa et objektglas.
2. Fugt hver skive med en drabe oprenset vand.

3. Med en steriliseret podenal eller en applikatorpind fiernes adskillige velisolerede ens kolonier og udstryges pa en skives flade.
4. lagttag skiven med henblik pa farveaendring.

5. Alternativ procedure: Med en pincet fugtes hver skive med en drabe oprenset vand og der terres herefter hen over kolonien.

Brugerkvalitetskontrol: Kontrolreferencedyrkninger skal keres med hver gruppe ukendte. Fglgende organismer anbefales til brug
som teststammer.

Teststamme Forventede resultater
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Positiv
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativ

Krav til kvalitetskontrol skal udferes i overensstemmelse med geeldende lokale og/eller nationale regulativer eller akkrediteringskrav samt
laboratoriets standardkvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales at leese de relevante CLSI-retningslinjer og CLIA-regulativer mht.
passende kvalitetskontrolprocedurer.



RESULTATER OG FORTOLKNING

En positiv reaktion vil vise en farvesendring fra gult til redt pa det omrade, hvor dyrkning blev pafert. Bemeerk: farvesendringen
udvikles normalt ikke over hele skiven. Et negativt resultat vil ikke vise nogen farvesendring pa skiven.

For de fleste bakteriestammers vedkommende vil et positivt resultat udvikles inden for 5 min. Positive reaktioner kan imidlertid for nogle
staphylococci tage op til 1 h om at udvikle sig.

Organisme Resultat  Ca. reaktion-stid Tolkning

Staphylococcus aureus  Positiv 1h Resistent over for penicillin, ampicillin, carbenicillin og ticarcillin.
Sandsynligvis falsom for cephalothin, methicillin, oxacillin, nafcillin og
andre penicillinase-resistente penicilliner.*

Haemophilus influenzae  Positiv 1 min Resistent over for ampicillin.
Falsom for cephalosporiner.*
Neisseria gonorrhoeae og Positiv 1 min Resistent over for penicillin.
Moraxella catarrhalis
Enterococcus faecalis Positiv 5 min Resistent over for penicillin og ampicillin
Anaerobe bakterier Positiv 30 min Sandsynlig identifikation er Bacteroides arter. Sandsynligvis resistent

over for penicillin og kan veere resistent over for cephalosporiner
inklusive cefotaxime og sjeeldent cefoxitin.

* Folsomhed ber bekraeftes ved vaekstaftheengige folsomhedstester.
Negative resultater indebaerer, men garanterer ikke fglsomhed.

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Virkningsfuldheden af denne test til forudsigelse af B-lactam resistens af mikroorganismer ud over Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, staphylococci, enterococci og visse anaerobe bakterier er ikke bevist.

Resistens over for B-lactam antibiotika er i sjeeldne tilfaelde rapporteret hos nogle af de ovennaesvnte organismer uden produktion
af B-lactamaser.30.31 | disse tilfeelde er resistensmekanismer som permeabilitetsbarrierer blevet postuleret. Derfor skal B-lactamase
testen bruges som et hurtigt supplement og ikke en erstatning for konventionel testning af falsomhed.

For nogle stammer af staphylococci,'3 iseer S. epidermidis, er en B-lactamase, der kan fremkaldes, blevet beskrevet, som kan
resultere i en falsk negativ B-lactamase reaktion med en stamme, som er resistent over for penicillin eller ampicillin.
SPECIFIKKE FUNKTIONSDATA

| en komparativ undersggelse af fire metoder til pavisning af B-lactamase aktivitet hos anaerobe bakterier blev falgende procentdele
af overensstemmelse med en “standard” under anvendelse af nitrocefin-meettet filterpapir opnaet: BD BBL Cefinase, 100 %;

pyridin -2-azo-p-dimethylanilin cephalosporin, 96 %; en penicillinase skive med anvendelse af bromkresolpurpur pH indikator, 72 %;
jodometrisk teknik med objektglas, 78 %.32

BESTILLING
Kat. nr. Beskrivelse
231650 BD BBL Cefinase, 50
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