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PASKIRTIS
BD BBL Cefinase diskai skirti greitam β-laktamazės fermentų gamybos nustatymui izoliuotose Neisseria gonorrhoeae, 
Staphylococcus rūšių, Haemophilus influenzae, enterokokų ir anaerobinių bakterijų kolonijose.

SANTRAUKA IR PAAIŠKINIMAS
Seniai žinoma, jog tam tikros bakterijos gamina fermentus, kurie deaktyvuoja β-laktaminius antibiotikus, pvz., penicilinus ir 
cefalosporinus. Abrahamas ir Chainas 1940 metais pirmąsyk nustatė Escherichia coli ekstrakto fermentinį aktyvumą, kuris peniciliną 
padarė neveiklų (deaktyvavo).1 Nuo tada didelis panašių fermentų kiekis su iš dalies skirtingais substratais buvo išskirtas iš daugelio 
bakterijų rūšių. Kai kurie fermentai atrankos būdu hidrolizuoja penicilino klasės antimikrobinius preparatus (t.y. peniciliną G, ampiciliną, 
karbeniciliną) ir apibūdinami kaip penicilinazės. Kiti hidrolizuoja tik cefalosporinų klasės antimikrobinius preparatus (t.y. cefalotiną, 
cefaleksiną, cefradiną) ir apibūdinami kaip cefalosporinazės. Dar kiti fermentai hidrolizuoja ir cefalosporinus ir penicilinus.2

Įvairios farmacijos bendrovės yra sukūrę daugybę β-laktamazei atsparių penicilinų ir cefalosporinų klasės antimikrobinių preparatų. 
Vienoje iš grupių yra pusiau sintetiniai penicilinai: meticilinas, oksacilinas, nafcilinas bei kiti. –ie preparatai atsparūs penicilinazės 
stafilokokų3 gaminamiems fermentams. Taip pat sukurta daug cefalosporinų, kurie turi įvairius atsparumo β-laktamazėms 
laipsnius. Tokie cefalosporinai - tai antrosios kartos (cefotiksinas, cefamandolis ir cefuroksimas) ir trečiosios kartos cefalosporinai 
(cefotaksimas, moksalaktamas, cefoperazonas ir kiti).4

Beta-laktamazėms aptikti yra sukurta keletas klinikinių testų. –ių testų metu iš susidarančio atsparumo galima greitai gauti reikalingą 
informaciją. Atlikus β-laktamazės testą, būtina įvertinti: testo metu nustatytą jautrumą skirtingų klasių β-laktamazės fermentams, 
β-laktamazių, kurias gamina skirtingos taksonominės organizmų grupės, tipus ir skirtingų β-laktamazių substratus.
Dažniausiai naudojamos tokios klinikinės procedūros, kaip jodometrinis ar acidimetrinis metodai, ir įvairūs chromogeniniai 
substratai.5 Jodometrinis ar acidimetrinis testai paprastai atliekami naudojant peniciliną kaip substratą. Tai reiškia, jog jų metu aptikti 
įmanoma tik fermentus, kurie hidrolizuoja peniciliną. Nustatyta, jog vienas iš chromogeninių cefalosporinų, PADAC („Calbiochem-
Behring“), yra efektyvus mėginant aptikti daugelį žinomų β-laktamazių, išskyrus kai kurias penicilinazes, gaminamas stafilokokų ir 
kai kurias β-laktamazes, gaminamas anaerobinių bakterijų.6 Kitas chromogeninis cefalosporinas - nitrocefinas („Glaxo Research“) - 
efektyvus siekiant aptikti visas žinomas β-laktamazes, įskaitant ir stafilokokines penicilinazes.7-9

Daugeliui taksonominių organizmų grupių, pvz., Enterobacteriaceae, β-laktamazės testas nėra labai naudingas, kadangi skirtingų 
specifikų substratuose tokioje grupėje (ar net viename štame) gali būti gaminami įvairūs  
β-laktamazės fermentaiv.10

Tuo tarpu kitos bakterijos, pavyzdžiui, penicilinui atsparios Neisseria gonorrhoeae11, Staphylococcus aureus12,13, Moraxella 
catarrhalis14 ir ampicilinui atsparios Haemophilus influenzae5,9,15, atspariame štame gamina tik vienos klasės fermentus. Su šiais 
organizmais atliktas β-laktamazės testas leidžia prognozuoti atsparumą, sukurtą iš karto po pirminės izoliacijos, iki 18–24 h prieš 
išaiškėjant nuo augimo priklausantiems imlumo rezultatams.
Kol β-laktamazę gaminančių enterokokų paplitimas atrodo mažas, štamų įprastais paplitimo nustatymo testais aptikti gali nepavykti. 
Tokiu atveju rekomenduojamas įprastinis tikrinimas nitrocefino diskais.16

Anaerobinių bakterijų atveju ryšys tarp β-laktamazės gaminimo ir atsparumo β-laktamo antimikrobiniams preparatams yra 
komplikuotas ir panašus į Enterobacteriaceae. β-laktamazės dažniausiai randamos Bacteroides rūšies bakterijose17, tačiau 
žinoma ir β-laktamazės gaminimo Clostridium butyricum, C. perfringens ir Fusobacterium sp. štamuose atvejų.18,19 Bacteroides 
grupėje esant skirtingoms substrato specifikoms gali būti gaminami įvairūs fermentai. β-laktamazės, dažnai aptinkamos Prevotella 
melaninogenica ir P. oralis štamuose paprastai skirtos penicilinas (penicillinazė).20 Tuo tarpu β-laktamazės, dažnai aptinkamos 
B. fragilis grupėje, yra cefalosporinazės.21,22 B. fragilis grupėje būna įvairios cefalosporinazės, kuriose yra tam tikrų ypač aktyvių 
fermentų. Tokie fermentai gali hidrolizuoti kai kuriuos iš β-laktamazei atsparių cefalosporinų, tokių kaip cefotaksimas.23,24 Esama 
žinių ir apie retus štamus, kurie intensyviai hidrolizuoja visus žinomus β-laktamus, įskaitant ir cefoksitiną.24,25

Nepaisant to, jog β-laktamazės, gaminamos B. fragilis grupės, yra labiausiai aktyvios prieš cefalosporinus, imlumo, susijusio su 
plitimu, testais nustatyta, jog daugelis štamų yra atsparūs ir penicilinui, karbenicilinui bei ampicilinui.17,26 –is faktas suponuoja 
tai, jog B. fragilis grupė gali būti savaime atspari penicilinams dėl įvairių faktorių, tokių kaip pralaidumo barjerai22, arba tai, 
kad β-laktamazė gaminama kiekiais, kurie yra pakankami palyginti nedidelei fermentų hidrolizės spartai peržengti. Įrodymus, 
tvirtinančius β-laktamazės papildomą vaidmenį sudarant atsparumą penicilinams, galima rasti pranešimuose, jog klavulaninės 
rūgšties (β-laktamazės inhibitoriaus) ir penicilinų kombinacija yra daug kartų aktyvesnė prieš B. fragilis, nei vien penicilinas.27

Tačiau nepaisant to, kokia yra tiksli B. fragilis atsparumo penicilinui priežastis, visi štamai greičiausiai turėtų būti laikomi atspariais.28 
Kiti gram-neigiami anaerobiniai štamai yra greičiausiai pasiduodantys penicilinui - jei jie yra neigiami β-laktamazių atžvilgiu.28
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PROCEDŪROS PRINCIPAI
BD BBL Cefinase diskas yra impregnuotas chromogeniniu cefalosporinu ir nitrocefinu. Jei amidų grandinė, esanti β-laktamo žiede, 
hidrolizuojama, β-laktamazės, junginys greitai pakeičia spalvą - nuo geltonos į raudoną. Jei bakterijos šį fermentą gamina ženkliais 
kiekiais, vietoje, kur buvo užtepta izoliuota kolonija, geltonos spalvos diskas tampa raudonu.
Nors tam tikriems fermentams kaip substratą galima naudoti ir kitus penicilinus bei cefalosporinus, nitrocefinas turi platų imlumo 
ir jautrumo legaliai platinamiems β-laktamams spektrą. Duomenų apie tai, jog šis preparatas reaguotų su kitais mikrobiniais 
fermentais, nėra.29

Vieną diską galima naudoti tik vieno bakterinio štamo tyrimui siekiant nustatyti beta-laktamazę.

REAGENTAI
BD BBL Cefinase diskai, impregnuoti nitrocefinu.

Įspėjimai ir atsargumo priemonės:
Naudoti in vitro diagnostikai.
Šie diskai nėra skirti imlumo nustatymui.
Taikydami visas metodikas laikykitės aseptikos ir nustatytų atsargumo priemonių, skirtų apsisaugoti nuo mikrobiologinių pavojų. 
Panaudotos preparavimo lėkštelės ir kitos užterštos medžiagos prieš jas išmetant turėtų būti sterilizuotos autoklave.
Tam tikruose bakterijų štamuose nitrocefinas sukelia mutacijas (Eimso testas) ir taip gali padidinti jautrumą. Venkite kontakto su oda, 
akimis, taip pat įkvėpimo ir nurijimo.
Laikymo nurodymai: Gavę pakuotę ją laikykite uždarytą temperatūroje nuo -20 iki +8 °C. Panaudotą BD BBL Cefinase diską laikykite 
bet kokiame stikliniame hermetiškame konteineryje, kuriame būtų sausiklio. Konteineris turėtų būti saugomas temperatūroje nuo 
-20 iki +8 °C. Praėjus 60 dienų nuo pakuotės atidarymo likusius BD BBL Cefinase diskus reikia išmesti. Tinkamumo naudoti laikas, 
nurodytas ant kasetės, galioja tik diskams, kurių pakuotė nebuvo atidaryta.
Susidëvëjimo rodikliai: Nenaudokite kasetės, jei diskų spalva tapo oranžinė arba raudona.

PAVYZDŽIŲ RINKIMAS IR NAUDOJIMAS
Šios procedūros nederėtų naudoti tiesiogiai su klinikiniais pavyzdžiais arba kitais šaltiniais, kuriuose yra mišri mikroflora. Bakterijos, 
kurias ketinama testuoti, visų pirma turi būti izoliuoti kaip atskiros kolonijos - juos reikia užtepti kaip pavyzdžius ant lėkštelės su 
kultūrai tinkama terpe.

PROCEDŪRA
Pateiktos medžiagos: BD BBL Cefinase diskai, 50 diskų vienoje kasetėje.
Bûtinos, bet nepateiktos medþiagos: Pagalbiniai reagentai, kokybės valdymui skirti organizmai bei laboratorinė įranga, kuri 
reikalinga šiai procedūrai.

Testo procedûra:
1. 	 Diskų išėmimo įtaisu išimkite reikiamą diskų kiekį iš kasetės. Juos sudėkite ant tuščių Petri lėkštelių arba ant mikroskopo 

objektinio stiklelio.
2. 	 Kiekvieną diską sudrėkinkite vienu lašeliu išgryninto vandens.
3. 	 Naudodami sterilizuotą kilpą arba aplikatoriaus mentelę nuimkite kelias gerai izoliuotas panašias kolonijas ir užtepkite jas ant 

disko paviršiaus.
4. 	 Stebėkite, ar kinta disko spalva.
5. 	 Alternatyvi procedūra: Naudodami chirurgines žnyples sudrėkinkite diską vienu lašu išgryninto vandens ir tada perbraukite 

per koloniją.
Naudotojo atliekama kokybės kontrolė: Tiriant kiekvieną mėginių grupę rekomenduojama atlikti ir kontrolinį testą. Kontroliniams 
testams rekomenduojama naudoti šiuos organizmus.

Tiriamasis štamas Laukiamas rezultatas
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Teigiamas
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Neigiamas

Kokybės kontrolės reikalavimai privalo atitikti galiojančias vietines, valstybines ir/arba federalines taisykles arba akreditacinius 
reikalavimus, taip pat ir jūsų laboratorijos standartines kokybės kontrolės procedūras. Naudotojui rekomenduojama laikytis 
atitinkamų CLSI rekomendacijų ir CLIA kokybės kontrolės praktinių nurodymų.
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REZULTATAI IR JŲ INTERPRETAVIMAS
Pozityvios reakcijos atveju vietoje, kur buvo užtepta kultūra, geltona spalva turėtų pasikeisti į raudoną. Pastaba: spalva paprastai 
keičiasi ne per visą disko plotą. Esant neigiamam rezultatui spalva apskritai nekinta.
Daugeliui bakterinių štamų teigiamas rezultatas pamatomas per maždaug 5 min. Tačiau, kai kurių stafilokokų atveju teigiamo 
reakcijos rezultato parodymas gali užtrukti iki 1 h.

Organizmas Rezultatas Vidutinis 
reakcijos laikas Interpretavimas

Staphylococcus aureus Teigiamas 1 h Atsparus penicilinui, ampicilinui, karbenicilinui ir tikarcilinui. 
Galimai imlus cefalotinui, meticilinui, oksacilinui, nafcilinui ir kitiems 
penicilinazėms atspariems penicilinams*.

Haemophilus influenzae Teigiamas 1 min Atsparus ampicilinui. Imlus cefalosporinams*.
Neisseria gonorrhoeae ir 
Moraxella catarrhalis

Teigiamas 1 min Atsparus penicilinui.

Enterococcus faecalis Teigiamas 5 min Atsparus penicilinui ir ampicilinui.
Anaeroobne bakter Teigiamas 30 min Tikėtina, jog priklauso Bacteroides rūšiai. Tikėtina, jog yra atsparus 

penicilinui ir gali būti atsparus cefalosporinams, įskaitant cefotaksimą 
ir, retais atvejais, cefoksitiną.

*	Imlumas turėtų būti patvirtintas imlumo testais priklausomais nuo plitimo.
	 Neigiami rezultatai reiškia, tačiau negarantuoja imlumo.

PROCEDŪROS APRIBOJIMAI
Šio testo efektyvumas nustatant mikroorganizmų, kitokių, nei Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, 
stafilokokų, enterokokų ir tam tikrų anaerobinių bakterijų atsparumą β-laktamui, nėra įrodytas.
Esama pranešimų, jog tam tikrais retais atvejais aukščiau išvardinti organizmai, nors ir negaminantys β-laktamazių, yra atsparūs 
β-laktaminiams antibiotikams.30,31 Tokiais atvejais esama specialių atsparumo mechanizmų, tokių kaip pralaidumo barjerai. Dėl to 
β-laktamazės testas turėtų būti naudojamas tik kaip greitas papildymas, tačiau jokiu būdu - ne kaip įprastinio imlumo tyrimo pagrindas.
Su kai kuriais stafilokokų13 štamais, ypač S. epidermidis, gali pasitaikyti paveiktos β-laktamazės. Tiriant tokį štamą reakcijos 
rezultatas gali būti neigiamas, nors tokie mikroorganizmai iš tikrųjų yra atsparūs penicilinui ir ampicilinui.

SPECIFINĖS EKSPLOATACIJOS CHARAKTERISTIKOS
Atlikus lyginamąjį keturių skirtingų β-laktamazės veiklos aptikimo anaerobinėse bakterijose metodų tyrimą, buvo nustatyti tokie 
atitikimo procentiniai dydžiai (kuomet naudojamas nitrocefino prisotintas popierius): Cefinase, 100%; piridino-2-azo-p-dimetilanilino 
cefalosporinas, 96%; a penicillinazės diskas su purpuriniu bromkrezolio pH indikatoriumi, 72%; objektinio stiklelio jodometrinė 
analizė, 78%.32

KATALOGO DUOMENYS
Kat. Nr.	 Aprašymas
231650 	 BD BBL Cefinase, 50
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