& BD BBL Paper Discs for the Detection of B-Lactamase Enzymes Cefinase Discs
B-Laktamaz Enzimlerinin Tespiti icin BBL Kagit Diskler Cefinase Discs

8800801JAA(03)

c E 2018-09

Turkce

KULLANIM AMACI

BD BBL Cefinase discs (BD BBL Cefinase diskleri), B-laktamaz uretimi i¢in Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus turleri,
Haemophilus influenzae, enterokoklar ve anaerobik bakterilerin izole kultlrlerinin hizl testlerinde kullaniimak igin tasarlanmistir.

OZET VE AGIKLAMA

Cesitli bakterilerin B-lactam antibiyotiklerini 6rn., penisilin ve sefalosporin, inaktive eden enzimleri Gretebildikleri uzun yillardir
bilinmektedir. 1940’ta Abraham ve Chain Escherichia coli ekstraktlarinin penisilini inaktive eden enzimatik aktivite gosterdigini
gozlemledi.? Bu tarihten itibaren, gesitli bakteriyal suslardan farkli substrat 6zgtinltiklerine sahip benzer birgok enzim izole
edildi. Bazilari penisilin sinifi antimikrobik maddeleri (6rn., penisilin G, ampisilin, karbenisilin) segici olarak hidrolize edmekte ve
penisilinaz olarak adlandiriimaktadir. Digerleri ise kafalosporin sinifi antimikrobik maddeleri (6r. sefalotin, sefaleksin, sefradin)
segici olarak hidrolize etmekte ve sefalosporinaz olarak tanimlanmaktadir. Bazi enzimler ise hem sefalosporin hem de penisilini
hidrolize etmektedir.2

B-laktamaza direncli penisilin ve sefalosporin sinifi antimikrobik maddelerin bir cogu gesitli ilag firmalari tarafindan gelistirilmistir. Bir
grup stapilokoklar tarafindan Uretilen penisilinaz enzimlerine direngli yari sentetik penisilinleri; metisilin, oksasilin, nafsilin ve digerleri
icermektedir.3 B-laktamaza gesitli 6iglide direng gosteren bir cok sefalosporin de gelistirilmistir. Bunlar ikinci nesil sefalosporinleri
(sefoksitin, sefamandol ve sefuroksim) ve Uglincl nesil sefalosporinleri (sefotaksim, moksalaktam, sefoperazon ve digerleri)
icermektedir.4

B-laktamazin tespit edilmesi icin cesitli klinik testler gelistiriimistir. Bu testler direncin gelisimine iligkin tahminleyici ve hizl bilgi

saglar. B-laktamaz test sonuglarinin yorumlanmasi sirasinda sunlar géz éntine alinmalidir: testin farkli B-laktamaz enzim siniflari igin
duyarlilig, farkli taksonomik organizma gruplari tarafindan uretilen 3-laktazamaz turleri ve farkli B-laktamazlarin substrat 6zgtnltkleri.

En sik kullanilan klinik prosedurler iyodometrik yontemi, asidometrik yontemi ve gesitli kromojenik substratlari kapsamaktadir.5
iyodometrik ve asidometrik testler genellikle substrat olarak penisilin kullanilarak gergeklestirildiginden sadece penisilini hidrolize
eden enzimleri tespit edebilir. Kromojenik sefalosporinlerden biri olan PADAC’in (Calbiochem-Behring), stafilokoklar tarafindan
Uretilen bazi penisilinazlar ve anaerobik bakteriler tarafindan Uretilen bazi B-laktamazlar disinda bilinen B-laktamazlarin gogunun
tespitinde etkili oldugu gortilmustir.6 Diger bir kromojenik sefalosporin olan nitrosefinin (Glaxo Research) stafilokokal penisilinazlar
da dahil olmak (izere bilinen tim B-laktamazlarin tespitinde etkili oldugu gortimustur.7-2

Grup iginde ve hatta tek bir sus iginde bile farkli substrat 6zgunliiklerine sahip B-laktamaz enzimlerinin Uretilebilmesi nedeniyle gogu
taksonomik organizma grubu igin, 6rn., Enterobacteriaceae, B-laktamaz testi gok 6nem tasimamaktadir.10

Penisiline direngli Neisseria gonorrhoeae,'! Staphylococcus aureus,2.13 Moraxella catarrhalis,'4 ve ampisiline direngli Haemophilus
influenzae,9:15 gibi diger bakterilerde ise direngli suslar tarafindan sadece bir enzim sinifi dretilir. Bu organizmalarla gergeklestirilen
B-laktamaz testi birincil izolasyondan hemen sonra, gelismeye bagh duyarlilik sonuglarinin alinmasindan 18-24 saat 6nce, direncin
tahminlenebilmesine olanak tanir.

B-laktamaz Ureten enterokoklarin gorilme sikhgr duslik goriinse de, duyarlilik testi prosedurlerinde kiigiik inoktlum kullaniimasi
suslarin tespit edilememesine neden olabilir ve nitrosefin disk proseduri ile rutin izleme 6nerilir.16

Anaerobik bakterilerde B-laktamaz Uretimi ile B-laktam antimikrobik maddelerine direng arasindaki iliski karmasiktir ve bazi
yonlerden Enterobacteriaceae’ye benzemektedir. B-laktamazlar Bacteroides tirlerinde siklikla bulunurlar,!? ancak, Clostridium
butyricum, C. perfringens ve Fusobacterium sp.’nin B-laktamaz treten suslari da raporlanmistir.18.19 Bacteroides grubu

icinde farkl substrat 6zglnliklerine sahip cesitli enzimler Uretilebilir. Prevotella melaninogenica ve P. oralis suslarinda siklikla
rastlanan B-laktamazlar genellikle penisilinlere (penisilinaz) 6zgliyken20, B. fragilis grubunda siklikla bulunan B-laktamazlar
sefalosporinazlardir.21.22 B. fragilis grubu igin gesitli sefalosporinler raporlanmistir ve bunlar sefotaksim gibi B-laktamaza direngli
oldugu raporlanan sefalosporinlerin bir kismini hidrolize edebilirler.23.24 Safotoksitin de dahil olmak (izere bilinen tim B-laktamlari
bliyiik oranda hidrolize eden az sayida sus raporlanmistir.24.25

B. fragilis grubu tarafindan Uretilen B-laktamazlar sefalosporinlere karsi en aktif suslar olsa da, gelisime bagli duyarhlik testleriyle
¢ogu susun penisiline, karbenisiline ve ampisiline direngli oldugu gériilmustiir.17.26 Bu bulgular B. fragilis grubunun gegirgenlik
bariyerleri gibi gesitli faktorler sebebiyle penisiline intrinsik direng gosterdigini, 22 veya B-laktamazin enzimin penisilinle gérece
yavas hidroliz hizini agmak igin yeterli miktarlarda uretildigini géstermektedir. B-laktamazin penisilin direncine katkisini destekleyen
bulgulara, klavulanik asit (bir B-laktamaz inhibitérl) ve penisilin birlesiminin B. fragilis’e karsi sadece penisilinden kat kat daha aktif
olduguna iliskin raporlarda rastianmaktadir.2?

B. fragilis'deki penisilin direncinin sebebi veya sebepleri ne olursa olsun, tim suglar muhtemel direncli olarak degerlendirilmelidir.28
Diger gram-negatif anaerobik suslar B-laktamaz negatif olduklari siirece penisiline muhtemel duyarlidir.28



PROSEDUR ILKELERI

BD BBL Cefinase diskleri kromojenik sefalosporin, nitrosefin ile asilanmistir. Bu bilesik B-laktam halkasindaki amid bagi bir
B-laktamazla hidrolize oldugunda hizli bir renk degisimi gostererek saridan kirmiziya déner. Bir bakteri bu enzimi blyik miktarda
Urettiginde, sari renkli disk izolatin surtldigu bdlgede kirmiziya déner.

Belirli enzimler icin diger penisilin ve sefalosporinler de kullaniliyor olsa bile, nitrosefin en genis duyarlilik ve 6zgunlik spektrumuna
sahip ticari olarak mevcut B-laktamdir. Diger mikrobiyal enzimlerle reaksiyona girdigi bilinmemektedir.29

B-laktamaz varligi igin her disk bir bakteriyel susun test edilmesi igin kullanilabilir.

REAKTIFLER
Nitrosefin ile agilanmig BD BBL Cefinase diskleri.

Uyarilar ve Onlemler:
In vitro Diyagnostik Kullanim igindir.
Bu diskler duyarllik testlerinde kullaniimak igin degildir.

Tum prosedirler boyunca mikrobiyolojik tehlikelere karsi uygun aseptik teknikleri ve belirlenen énlemleri uygulayin. Kullanimdan
sonra, hazirlanan plaklar ve diger kontamine malzemeler atilmadan énce otoklavlanarak sterilize edilmelidir.

Nitrosefin bazi bakteri suglarinda mutasyona (Ames test) ve duyarlilasmaya neden olabilir. Yutmaktan, solumaktan veya cilt veya
gOzlerle temas ettirmekten kaginin.

Saklama Talimatlari: Teslim alindiktan sonra agilmamis ambalajlari -20 ila +8 °C’de saklayin. Kullanimdan sonra, BD BBL Cefinase
kartuslari desikan i¢eren her tir cam, hava gecirmez kapta ve -20 ila +8 °C’de saklanmalidir. Blister ambalaji agildiktan 60 gln
sonra kalan BD BBL Cefinase disklerini atin. Kartustaki son kullanma tarihi sadece agilmamis blister ambalajindaki diskler

icin gecerlidir.

Bozulma Belirtileri: Diskler turuncu veya kirmizi renkteyse kartusu kullanmayin.

ORNEK TOPLAMA VE KULLANMA

Bu prosedur klinik 6rnekler veya karisik mikrobiyal flora iceren diger kaynaklarla dogrudan kullanilmamalidir. Test edilecek bakteri,
ilk olarak 6rnegin uygun kultir ortamina sirme ydntemiyle ekilmesi ile ayri koloniler seklinde izole edilmelidir.

PROSEDUR

Saglanan Malzemeler: BD BBL Cefinase diskleri, her kartusta 50 disk.

Gerekli Fakat Saglanmamis Malzemeler:Yardimci reaktifler, kalite kontrol organizmalari ve bu prosedur igin gerekli

laboratuvar ekipmani.

Test Prosediirii:

1. Tekli disk dispenserini kullanarak, istenen sayida diski kartustan alip bos bir Petri kutusuna veya mikroskop kesitine yerlestirin.
2. Her diski bir damla saf suyla nemlendirin.

3. Steril bir 6ze veya uygulama cubugdu kullanarak dogru sekilde izole edilen benzer kolonileri alin ve disk ylzeyine sirme
yontemiyle ekin.

4. Diski renk degisimi agisindan inceleyin.
5. Alternatik prosedur: Forseps kullanarak diski saf su damlasiyla nemlendirin ve koloniye surtn.

Kullanici Tarafindan Kalite Kontrolii: Kontrol referans kulturleri her bilinmeyen grupla gergeklestiriimelidir. Asagidaki
organizmalarin test suslari olarak kullanimi énerilmektedir.

Test Susu Beklenen Sonuglar
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitif
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negatif

Gerekli kalite kontroller ilgili yerel, devlet ve/veya federal diizenlemeler veya akreditasyon gerekliliklerine veya laboratuvarinizin
standart Kalite Kontrol prosedurlerine uygun olarak gerceklestiriimelidir. Kullanicinin, uygun Kalite Kontrol uygulamalar icin ilgili
CLSI yonergelerine ve CLIA dlzenlemelerine uymasi onerilir.



SONUCLAR VE YORUM

Pozitif reaksiyon sonucunda, kiltiiriin uygulandigr alanda renk saridan kirmiziya dénecektir. Not: renk degisimi genellikle tim disk
boyunca g6zlenmez. Negatif sonug alindiginda diskte hig bir renk degisimi gézlenmez.

Cogu bakteriyel sus igin pozitif sonug 5 dak. icinde elde edilir. Ancak, bazi stafilokoklar i¢in pozitifi sonucun olugsmasi 1 saat alabilir.

Organizma Sonu¢ Ykisk. Reaksiyon Siire Yorum

Staphylococcus aureus Pozitif 1 saat Penisilin, ampisilin, karbenisilin ve tikarsiline direngli. Sefalotin,
metisilin, oksasilin, nafsilin ve diger penisilinaza direncli
penisilinlere muhtemel direngli.*

Haemophilus influenzae Pozitif 1 dak. Ampisiline direngli. Sefalosporinlere duyarli.*

Neisseria gonorrhoeae ve  Pozitif 1 dak. Penisiline direncli.

Moraxella catarrhalis

Enterococcus faecalis Pozitif 5 dak. Penisilin ve ampisiline direngli.

Anaerobik bakteri Pozitif 30 dak. Bacteroides turu. Penisiline muhtemel direngli ve sefatoksim gibi

sefalosporinlere ve nadiren sefoksitine muhtemel direngli.

* Gelismeye baglh duyarlilik testleri gerceklestirilerek duyarlilik dogrulanmalidir.
Negatif sonug duyarlilik olabilecegini gosterir ancak kesin olarak belirtmez.

PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Bu testin, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, stafilokok, enterokok ve bazi anaerobik bakteriler
disindaki mikroorganizmalarin B-laktam direncini tahminlemedeki etkinligi dogrulanmamistir.

Yukaridaki organizmalarin bazilari igin nadiren B-laktamazlar tretilmeksizin B-laktam antibiyotiklerine direng raporlanmistir.30.31 Bu
durumlarda, gegirgenlik bariyerleri gibi direng mekanizmalarinin varligi 6ne surilmustir. Bu nedenle, B-laktamaz testi geleneksel
duyarlilik testlerinin yerine kullanilmamali; var olan yéntemleri destekleyici hizli bir yéntem olarak uygulanmahdir.

Ozellikle S. epidermidis gibi bazi stafilokok suslari’? igin, penisilin veya ampisiline direngli olan suglarinda hatali negatif B-laktamaz
reaksiyonuyla sonuglanabilecek endiiklenebilir bir B-laktamaz tanimlanmistir.

OZEL PERFORMANS OZELLIKLERI

Anaerobik bakterilerde B-laktamaz aktivitesinin belirlenmesi igin dort yontemin karsilastiriidigr bir calismada elde edilen, nitrosefin
ile doyurulmus bir filtre kagid “standardiyla” uyusma yuzdeleri asagida verilmistir: Cefinase, %100; piridin-2-azo-p-dimetilanilin
sefalosporin, %96; bromkresol mor pH indikatérl kullanilan bir penisilinaz diski, %72; kesit iyodometrik teknigi, %78.32

TICARI TAKDIM SEKLI

Kat. No. Aciklama
231650 BD BBL Cefinase, 50
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