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AVSEDD ANVANDNING

BD BBL Cefinase-lappar ar avsedda for anvandning vid snabbtest av isolerade kolonier av Neisseria gonorrhoeae,
Staphylococcus-species, Haemophilus influenzae, enterokocker samt anaeroba bakterier med avseende pa produktion
av betalaktamas.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Férmagan hos vissa bakterier att producera enzymer som inaktiverar betalaktamantibiotika, dvs. penicilliner och cefalosporiner, har
varit kdnd sedan lange. 1940 upptackte Abraham och Chain en enzymatisk aktivitet i Escherichia coli-extrakt, vilken inaktiverade
penicillin.! Sedan dess har ett stort antal liknande enzymer isolerats fran ett antal olika bakteriespecies med nagot skilda
substratspecificiteter. Vissa hydrolyserar selektivt antimikrobiella medel i penicillinklassen (dvs. penicillin G, ampicillin, carbenicillin)
och har beskrivits som penicillinaser. Andra hydrolyserar selektivt antimikrobiella medel i cefalosporinklassen (dvs. cefalotin, cefalexin,
cefradin) och har beskrivits som cefalosporinaser. Slutligen finns enzymer som hydrolyserar saval cefalosporiner som penicilliner.2

Ett stort antal betalaktamasstabila antimikrobiella medel i penicillin- och cefalosporinklassen har tagits fram av olika
lakemedelsforetag. En grupp innefattar de semisyntetiska penicillinerna: meticillin, oxacillin, nafcillin och andra medel vilka

ar resistenta mot de penicillinaser som produceras av stafylokocker.3 Ett stort antal cefalosporiner med varierande grad av
betalaktamasstabilitet har ockséa utvecklats. Dessa innefattar andra (cefoxitin, cefamandol och cefuroxim) och tredje generationens
cefalosporiner (cefotaxim, moxalaktam, cefoperazon m. fl.).4

Flera kliniska tester har utvecklats for detektion av betalaktamaser. Dessa tester ger snabbt information som kan férutsaga

risken for resistensutveckling. Vid tolkning av resultaten fran betalaktamastester maste foljande beaktas: testens sensitivitet for
olika betalaktamasklasser, vilka typer betalaktamaser som produceras av taxonomiskt skilda grupper organismer, samt de olika
betalaktamasernas substratspecificiteter.

De Kliniska férfaranden som oftast anvands innefattar jodometrisk metod, acidometrisk metod samt anvandning av ett antal

olika kromogena substrat.5 De jodometriska och acidometriska testerna utfors vanligen med anvéandning av penicillin som
substrat och kan darfér endast detektera enzymer som hydrolyserar penicillin. Ett av de kromogena cefalosporinerna, PADAC
(Calbiochem-Behring), har visat sig effektivt for detektion av de flesta kdnda betalaktamaser med undantag av vissa penicillinaser
som produceras av stafylokocker och vissa betalaktamaser som produceras av anaeroba bakterier.6 Ett annat kromogent
cefalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), har visat sig effektivt for detektion av samtliga kdnda betalaktamaser, inklusive
stafylokockpenicillinaserna.”-9

For manga taxonomiska grupper organismer, t.ex. Enterobacteriaceae, ar betalaktamastester av litet varde pa grund av den stora
variationen betalaktamaser med skilda substratspecificiteter som kan produceras inom gruppen, eller t.o.m. inom en enstaka stam.10

Hos andra bakterier, till exempel penicillinresistent Neisseria gonorrhoeae,!" Staphylococcus aureus,2.13 Moraxella catarrhalis4
och ampicillinresistent Haemophilus influenzae,>9:15 produceras endast en klass enzymer av de resistenta stammarna.
Betalaktamastest utférd med dessa organismer méjliggor en forutségelse avseende resistens omedelbart efter primarisolering,
18-24 h innan resultaten fran tillvaxtberoende resistensbestamningar normalt skulle vara tillgangliga.

Aven om prevalensen av betalaktamasproducerande enterokocker férefaller liten, kan ett l4gt inokulat resultera i stammar som
forblir oupptackta vid resistensbestamningar, varfor rutinscreening med nitrocefin-lappmetoden rekommenderas. 16

Nar det galler anaeroba bakterier ar forhallandet mellan produktionen av betalaktamas och resistensen mot antimikrobiella medel
av betalaktamtyp komplicerat och i viss man liknande situationen vad galler Enterobacteriaceae. Betalaktamaser aterfinnes

oftast inom Bacteroides-species,!” men betalaktamasproducerande stammar av Clostridium butyricum, C. perfringens och
Fusobacterium sp. har rapporterats.'8.19 Inom Bacteroides-gruppen kan en rad olika enzymer med skilda substratspecificiteter
produceras. De betalaktamaser som ofta aterfinnes hos Prevotella melaninogenica- och P. oralis-stammar ar ofta penicillinspecifika
(penicillinaser),20 medan de betalaktamaser som ofta pavisas inom B. fragilis-gruppen utgors av cefalosporinaser.21.22 En rad olika
cefalosporinaser har rapporterats inom B. fragilis-gruppen och bland dessa aterfinns nagra hégaktiva enzymer som kan hydrolysera
vissa av de formodat betalaktamasstabila cefalosporinerna, sdsom cefotaxim.23.24 Sallsynta stammar har rapporterats, vilka med
hog hastighet hydrolyserar samtliga kdnda betalaktamer, inklusive cefoxitin.24.25

Aven om de betalaktamaser som produceras av B. fragilis-gruppen ar mest aktiva mot cefalosporiner, har de flesta stammar
befunnits vara resistenta mot penicillin, carbenicillin och ampicillin vid tillvaxtberoende resistensbestamningar.7.26 Dessa fynd pekar
pa att B. fragilis-gruppen kan ha en inneboende resistens mot penicilliner, formedlad via faktorer som permeabilitetsbarriarer,22
eller att betalaktamas produceras i sa stora kvantiteter att detta kompenserar for den relativt laga hastighet med vilken enzymet
hydrolyserar penicillin. Fynd som tenderar att stddja betalaktamasets bidragande roll vad géller penicillinresistens aterfinns i
rapporter om att kombinationen klavulansyra (en betalaktamashammare) och penicillin ar manga ganger mer effektiv mot B. fragilis
an enbart penicillin.27

Oavsett orsaken eller orsakerna till penicillinresistensen hos B. fragilis, bor formodligen alla stammar betraktas som resistenta.28
Ovriga gramnegativa anaeroba stammar &r troligen kansliga for penicillin sa lange de &r betalaktamasnegativa.28



PRINCIPER FOR METODEN

BD BBL Cefinase-lappen &r impregnerad med det kromogena cefalosporinet nitrocefin. Denna férening uppvisar ett mycket snabbt
fargomslag fran gult till rétt nar amidbindningen i betalaktamringen hydrolyseras av ett betalaktamas. Omradet med isolatutstryk pa
den gulfargade lappen andrar farg till rétt i narvaro av en bakterie med tillrackligt hég produktion av detta enzym.

Aven om andra penicilliner och cefalosporiner kan anvandas som substrat fér specifika enzymer, besitter nitrocefin de
kommersiellt tillgangliga betalaktamernas breda resistens- och kanslighetsspektrum. Det har inga k&nda reaktioner med andra
mikrobiella enzymer.29

Varje lapp anvands for test av en enstaka bakteriestam med avseende pé férekomst av betalaktamas.

REAGENSER

BD BBL Cefinase-lappar impregnerade med nitrocefin.
Varningar och forsiktighetsbeaktanden:

Avsedda for in vitro-diagnostik.

Dessa lappar ar ej avsedda for resistensbestamning.

lakttag aseptisk teknik och vedertagna infektionsforebyggande forsiktighetsatgarder under samtliga férfaranden. Innan de kasseras
skall alla preparerade plattor och 6vrigt kontaminerat material steriliseras i autoklav efter anvandning.

Nitrocefin inducerar mutationer i vissa bakteriestammar (Ames-test) och kan vara sensibiliserande. Undvik fortaring, inandning och
kontakt med hud och égon.

Forvaringsanvisningar: Odppnade forpackningar forvaras vid -20-8 °C efter leverans. Efter anvandning skall

BD BBL Cefinase-kassetten forvaras vid -20-8 °C i luftt4t glasbehallare med torkmedel. Aterstdende BD BBL Cefinase-lappar
kasseras 60 dagar efter att blisterforpackningen 6ppnats. Det utgangsdatum som anges pa kassetten galler endast intakta lappar i
odppnad blisterférpackning.

Tecken pa nedbrytning: Anvand inte kassetten om lapparna borjar se brandgula eller rédfargade ut.

PROVTAGNING OCH -HANTERING

Detta tillvagagangssatt skall ej anvandas direkt for kliniska prover eller andra kallor med blandflora. Bakterien som skall testas
maste forst isoleras i form av separata kolonier, via utstryk av provet pa plattor med lampligt odlingsmedium.

FORFARANDE

Tillhandahallet material: BD BBL Cefinase discs, 50 lappar per kassett.

Material som kravs men ej medfoljer: Extra reagenser, referensorganismer for kvalitetskontroll och sadan laboratorieutrustning
som kravs for forfarandet.

Testforfarande:

1. Anvand en lappdispenserare och dispensera erforderligt antal lappar fran kassetten i en tom Petriskal eller pa ett objektglas.
Fukta varje lapp med en droppe aqua puirif..

Anvand en steriliserad 6gla eller applikator och hamta upp flera vélisolerade, sinsemellan lika kolonier och stryk ut pa en lapp.
lakttag lappen och se om den andrar farg.

Alternativt forfarande: Hall i lappen med pincett, fukta lappen med en droppe aqua purif. och stryk sedan med lappen

Over kolonin.

Kvalitetskontroll utférd av anvandaren: Referensstammar for kontroll bor samkdras med varje grupp okanda organismer.
Féljande organismer rekommenderas for anvandning som teststammar.

ok wbd

Teststam Forvantade resultat
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Positivt
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativt

Kvalitetskontroll maste utforas i enlighet med gallande bestammelser eller ackrediteringskrav samt laboratoriets etablerade
procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for
lampliga kvalitetskontrollférfaranden.



RESULTAT OCH TOLKNING

En positiv reaktion utgors av ett fargomslag fran gult till rétt vid omradet for det paférda isolatet. Obs! Fargomslaget upptrader
vanligen ej 6ver hela lappen. Ett negativt resultat utgors av utebliven fargférandring pa lappen.

For de flesta bakteriestammar ses positiva resultat inom 5 min. For vissa stafylokockstammar kan det dock droja upp till 1 h innan
positiva reaktioner upptrader.

. Ungefarlig .

Organism Resultat reaktionstid Tolkning

Staphylococcus aureus Positivt 1h Resistent mot penicillin, ampicillin, carbenicillin och ticarcillin. Troligen
kanslig mot cetalotin, meticillin,oxacillin, nafcillin och andra penicilliner
resistent mot penicillinas.*

Haemophilus influenzae Positivt 1 min Resistent mot ampicillin. Kénslig for cefalosporiner.*

Neisseria gonorrhoeae Positivt 1 min Resistent mot penicillin.

och Moraxella catarrhalis

Enterococcus faecalis Positivt 5 min Resistent mot penicillin och ampicillin.

Anaeroba bakterier Positivt 30 min Utgors troligen av Bacteroides-species. Troligen resistent mot penicillin

och kan vara resistent mot cefalosporiner, inklusive cefotaxim och i
sallsynta fall cefoxitin.

* Kansligheten bor bekraftas via tillvaxtberoende resistensbestdmningar.
Negativa resultat tyder pa, men garanterar ej kanslighet.

METODENS BEGRANSNINGAR

Denna tests effektivitet vad galler forutsagelse av betalaktamresistens hos andra mikroorganismer éan Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, stafylokocker, enterokocker och vissa anaeroba bakterier har ej faststallts.

Resistens mot betalaktamantibiotika har vid sallsynta tillfallen rapporterats hos vissa av ovanstaende organismer utan férekomst
av betalaktamasproduktion.30.31 | dessa fall har andra resistensmekanismer, sasom permeabilitetsbarriarer postulerats.
Betalaktamastesten bor darfér anvandas som en extra snabbtest och inte som ersattning fér konventionell resistensbestamning.
For vissa stafylokockstammar,3 sarskilt S. epidermidis, har ett inducerbart betalaktamas beskrivits, vilket kan resultera i en falskt
negativ betalaktamasreaktion med en stam som ar resistent mot penicillin eller ampicillin.

SPECIFIKA KLINISKA PRESTANDA

| en jamférande studie av fyra metoder for pavisning av betalaktamasaktivitet hos anaeroba bakterier erhélls féljande
procentuella dverensstammelser med en "standard”, i vilken nitrocefinindrankt filterpapper anvandes: BD BBL Cefinase, 100 %;
pyridin-2-azo-p-dimetylanilin-cefalosporin, 96 %; en penicillinas-lapp innehallande pH-indikatorn bromkresolpurpur, 72 %;
jodometrisk metod med objektglas, 78 %.32

TILLGANGLIGHET
Kat. nr. Beskrivning
231650 BD BBL Cefinase, 50
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