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KULLANIM AMACI
BD BBL Cefinase discs (BD BBL Cefinase diskleri), β-laktamaz üretimi için Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus türleri, 
Haemophilus influenzae, enterokoklar ve anaerobik bakterilerin izole kültürlerinin hızlı testlerinde kullanılmak için tasarlanmıştır.

ÖZET VE AÇIKLAMA
Çeşitli bakterilerin β-lactam antibiyotiklerini örn., penisilin ve sefalosporin, inaktive eden enzimleri üretebildikleri uzun yıllardır 
bilinmektedir. 1940’ta Abraham ve Chain Escherichia coli ekstraktlarının penisilini inaktive eden enzimatik aktivite gösterdiğini 
gözlemledi.1 Bu tarihten itibaren, çeşitli bakteriyal suşlardan farklı substrat özgünlüklerine sahip benzer birçok enzim izole 
edildi. Bazıları penisilin sınıfı antimikrobik maddeleri (örn., penisilin G, ampisilin, karbenisilin) seçici olarak hidrolize edmekte ve 
penisilinaz olarak adlandırılmaktadır. Diğerleri ise kafalosporin sınıfı antimikrobik maddeleri (ör. sefalotin, sefaleksin, sefradin) 
seçici olarak hidrolize etmekte ve sefalosporinaz olarak tanımlanmaktadır. Bazı enzimler ise hem sefalosporin hem de penisilini 
hidrolize etmektedir.2

β-laktamaza dirençli penisilin ve sefalosporin sınıfı antimikrobik maddelerin bir çoğu çeşitli ilaç firmaları tarafından geliştirilmiştir. Bir 
grup stapilokoklar tarafından üretilen penisilinaz enzimlerine dirençli yarı sentetik penisilinleri; metisilin, oksasilin, nafsilin ve diğerleri 
içermektedir.3 β-laktamaza çeşitli ölçüde direnç gösteren bir çok sefalosporin de geliştirilmiştir. Bunlar ikinci nesil sefalosporinleri 
(sefoksitin, sefamandol ve sefuroksim) ve üçüncü nesil sefalosporinleri (sefotaksim, moksalaktam, sefoperazon ve diğerleri) 
içermektedir.4

β-laktamazın tespit edilmesi için çeşitli klinik testler geliştirilmiştir. Bu testler direncin gelişimine ilişkin tahminleyici ve hızlı bilgi 
sağlar. β-laktamaz test sonuçlarının yorumlanması sırasında şunlar göz önüne alınmalıdır: testin farklı β-laktamaz enzim sınıfları için 
duyarlılığı, farklı taksonomik organizma grupları tarafından üretilen β-laktazamaz türleri ve farklı β-laktamazların substrat özgünlükleri.
En sık kullanılan klinik prosedürler iyodometrik yöntemi, asidometrik yöntemi ve çeşitli kromojenik substratları kapsamaktadır.5 
İyodometrik ve asidometrik testler genellikle substrat olarak penisilin kullanılarak gerçekleştirildiğinden sadece penisilini hidrolize 
eden enzimleri tespit edebilir. Kromojenik sefalosporinlerden biri olan PADAC’ın (Calbiochem-Behring), stafilokoklar tarafından 
üretilen bazı penisilinazlar ve anaerobik bakteriler tarafından üretilen bazı β-laktamazlar dışında bilinen β-laktamazların çoğunun 
tespitinde etkili olduğu görülmüştür.6 Diğer bir kromojenik sefalosporin olan nitrosefinin (Glaxo Research) stafilokokal penisilinazlar 
da dahil olmak üzere bilinen tüm β-laktamazların tespitinde etkili olduğu görülmüştür.7-9

Grup içinde ve hatta tek bir suş içinde bile farklı substrat özgünlüklerine sahip β-laktamaz enzimlerinin üretilebilmesi nedeniyle çoğu 
taksonomik organizma grubu için, örn., Enterobacteriaceae, β-laktamaz testi çok önem taşımamaktadır.10

Penisiline dirençli Neisseria gonorrhoeae,11 Staphylococcus aureus,12,13 Moraxella catarrhalis,14 ve ampisiline dirençli Haemophilus 
influenzae,5,9,15 gibi diğer bakterilerde ise dirençli suşlar tarafından sadece bir enzim sınıfı üretilir. Bu organizmalarla gerçekleştirilen 
β-laktamaz testi birincil izolasyondan hemen sonra, gelişmeye bağlı duyarlılık sonuçlarının alınmasından 18–24 saat önce, direncin 
tahminlenebilmesine olanak tanır.
β-laktamaz üreten enterokokların görülme sıklığı düşük görünse de, duyarlılık testi prosedürlerinde küçük inokülum kullanılması 
suşların tespit edilememesine neden olabilir ve nitrosefin disk prosedürü ile rutin izleme önerilir.16

Anaerobik bakterilerde β-laktamaz üretimi ile β-laktam antimikrobik maddelerine direnç arasındaki ilişki karmaşıktır ve bazı 
yönlerden Enterobacteriaceae’ye benzemektedir. β-laktamazlar Bacteroides türlerinde sıklıkla bulunurlar,17 ancak, Clostridium 
butyricum, C. perfringens ve Fusobacterium sp.’nin β-laktamaz üreten suşları da raporlanmıştır.18,19 Bacteroides grubu 
içinde farklı substrat özgünlüklerine sahip çeşitli enzimler üretilebilir. Prevotella melaninogenica ve P. oralis suşlarında sıklıkla 
rastlanan β-laktamazlar genellikle penisilinlere (penisilinaz) özgüyken20, B. fragilis grubunda sıklıkla bulunan β-laktamazlar 
sefalosporinazlardır.21,22 B. fragilis grubu için çeşitli sefalosporinler raporlanmıştır ve bunlar sefotaksim gibi β-laktamaza dirençli 
olduğu raporlanan sefalosporinlerin bir kısmını hidrolize edebilirler.23,24 Safotoksitin de dahil olmak üzere bilinen tüm β-laktamları 
büyük oranda hidrolize eden az sayıda suş raporlanmıştır.24,25

B. fragilis grubu tarafından üretilen β-laktamazlar sefalosporinlere karşı en aktif suşlar olsa da, gelişime bağlı duyarlılık testleriyle 
çoğu suşun penisiline, karbenisiline ve ampisiline dirençli olduğu görülmüştür.17,26 Bu bulgular B. fragilis grubunun geçirgenlik 
bariyerleri gibi çeşitli faktörler sebebiyle penisiline intrinsik direnç gösterdiğini, 22 veya β-laktamazın enzimin penisilinle görece 
yavaş hidroliz hızını aşmak için yeterli miktarlarda üretildiğini göstermektedir. β-laktamazın penisilin direncine katkısını destekleyen 
bulgulara, klavulanik asit (bir β-laktamaz inhibitörü) ve penisilin birleşiminin B. fragilis’e karşı sadece penisilinden kat kat daha aktif 
olduğuna ilişkin raporlarda rastlanmaktadır.27

B. fragilis’deki penisilin direncinin sebebi veya sebepleri ne olursa olsun, tüm suşlar muhtemel dirençli olarak değerlendirilmelidir.28 
Diğer gram-negatif anaerobik suşlar β-laktamaz negatif oldukları sürece penisiline muhtemel duyarlıdır.28
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PROSEDÜR İLKELERİ
BD BBL Cefinase diskleri kromojenik sefalosporin, nitrosefin ile aşılanmıştır. Bu bileşik β-laktam halkasındaki amid bağı bir 
β-laktamazla hidrolize olduğunda hızlı bir renk değişimi göstererek sarıdan kırmızıya döner. Bir bakteri bu enzimi büyük miktarda 
ürettiğinde, sarı renkli disk izolatın sürüldüğü bölgede kırmızıya döner.
Belirli enzimler için diğer penisilin ve sefalosporinler de kullanıliyor olsa bile, nitrosefin en geniş duyarlılık ve özgünlük spektrumuna 
sahip ticari olarak mevcut β-laktamdır. Diğer mikrobiyal enzimlerle reaksiyona girdiği bilinmemektedir.29

β-laktamaz varlığı için her disk bir bakteriyel suşun test edilmesi için kullanılabilir.

REAKTİFLER
Nitrosefin ile aşılanmış BD BBL Cefinase diskleri.

Uyarılar ve Önlemler:
In vitro Diyagnostik Kullanım içindir.
Bu diskler duyarlılık testlerinde kullanılmak için değildir.
Tüm prosedürler boyunca mikrobiyolojik tehlikelere karşı uygun aseptik teknikleri ve belirlenen önlemleri uygulayın. Kullanımdan 
sonra, hazırlanan plaklar ve diğer kontamine malzemeler atılmadan önce otoklavlanarak sterilize edilmelidir.
Nitrosefin bazı bakteri suşlarında mutasyona (Ames test) ve duyarlılaşmaya neden olabilir. Yutmaktan, solumaktan veya cilt veya 
gözlerle temas ettirmekten kaçının.
Saklama Talimatları: Teslim alındıktan sonra açılmamış ambalajları -20 ila +8 °C’de saklayın. Kullanımdan sonra, BD BBL Cefinase 
kartuşları desikan içeren her tür cam, hava geçirmez kapta ve -20 ila +8 °C’de saklanmalıdır. Blister ambalajı açıldıktan 60 gün 
sonra kalan BD BBL Cefinase disklerini atın. Kartuştaki son kullanma tarihi sadece açılmamış blister ambalajındaki diskler 
için geçerlidir.
Bozulma Belirtileri: Diskler turuncu veya kırmızı renkteyse kartuşu kullanmayın.

ÖRNEK TOPLAMA VE KULLANMA
Bu prosedür klinik örnekler veya karışık mikrobiyal flora içeren diğer kaynaklarla doğrudan kullanılmamalıdır. Test edilecek bakteri, 
ilk olarak örneğin uygun kültür ortamına sürme yöntemiyle ekilmesi ile ayrı koloniler şeklinde izole edilmelidir.

PROSEDÜR
Sağlanan Malzemeler: BD BBL Cefinase diskleri, her kartuşta 50 disk.
Gerekli Fakat Sağlanmamış Malzemeler:Yardımcı reaktifler, kalite kontrol organizmaları ve bu prosedür için gerekli 
laboratuvar ekipmanı.

Test Prosedürü:
1. 	 Tekli disk dispenserini kullanarak, istenen sayıda diski kartuştan alıp boş bir Petri kutusuna veya mikroskop kesitine yerleştirin.
2. 	 Her diski bir damla saf suyla nemlendirin.
3. 	 Steril bir öze veya uygulama çubuğu kullanarak doğru şekilde izole edilen benzer kolonileri alın ve disk yüzeyine sürme 

yöntemiyle ekin.
4. 	 Diski renk değişimi açısından inceleyin.
5. 	 Alternatik prosedür: Forseps kullanarak diski saf su damlasıyla nemlendirin ve koloniye sürün.
Kullanıcı Tarafından Kalite Kontrolü: Kontrol referans kültürleri her bilinmeyen grupla gerçekleştirilmelidir. Aşağıdaki 
organizmaların test suşları olarak kullanımı önerilmektedir.

Test Suşu Beklenen Sonuçlar
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitif
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negatif

Gerekli kalite kontroller ilgili yerel, devlet ve/veya federal düzenlemeler veya akreditasyon gerekliliklerine veya laboratuvarınızın 
standart Kalite Kontrol prosedürlerine uygun olarak gerçekleştirilmelidir. Kullanıcının, uygun Kalite Kontrol uygulamaları için ilgili 
CLSI yönergelerine ve CLIA düzenlemelerine uyması önerilir.
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SONUÇLAR VE YORUM
Pozitif reaksiyon sonucunda, kültürün uygulandığı alanda renk sarıdan kırmızıya dönecektir. Not: renk değişimi genellikle tüm disk 
boyunca gözlenmez. Negatif sonuç alındığında diskte hiç bir renk değişimi gözlenmez.
Çoğu bakteriyel suş için pozitif sonuç 5 dak. içinde elde edilir. Ancak, bazı stafilokoklar için pozitifi sonucun oluşması 1 saat alabilir.

Organizma Sonuç Yklşk. Reaksiyon Süre Yorum
Staphylococcus aureus Pozitif 1 saat Penisilin, ampisilin, karbenisilin ve tikarsiline dirençli. Sefalotin, 

metisilin, oksasilin, nafsilin ve diğer penisilinaza dirençli 
penisilinlere muhtemel dirençli.*

Haemophilus influenzae Pozitif 1 dak. Ampisiline dirençli. Sefalosporinlere duyarlı.*
Neisseria gonorrhoeae ve 
Moraxella catarrhalis

Pozitif 1 dak. Penisiline dirençli.

Enterococcus faecalis Pozitif 5 dak. Penisilin ve ampisiline dirençli.
Anaerobik bakteri Pozitif 30 dak. Bacteroides türü. Penisiline muhtemel dirençli ve sefatoksim gibi 

sefalosporinlere ve nadiren sefoksitine muhtemel dirençli.

*	Gelişmeye bağlı duyarlılık testleri gerçekleştirilerek duyarlılık doğrulanmalıdır.
	 Negatif sonuç duyarlılık olabileceğini gösterir ancak kesin olarak belirtmez.

PROSEDÜRÜN KISITLI OLDUĞU ALANLAR
Bu testin, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, stafilokok, enterokok ve bazı anaerobik bakteriler 
dışındaki mikroorganizmaların β-laktam direncini tahminlemedeki etkinliği doğrulanmamıştır.
Yukarıdaki organizmaların bazıları için nadiren β-laktamazlar üretilmeksizin β-laktam antibiyotiklerine direnç raporlanmıştır.30,31 Bu 
durumlarda, geçirgenlik bariyerleri gibi direnç mekanizmalarının varlığı öne sürülmüştür. Bu nedenle, β-laktamaz testi geleneksel 
duyarlılık testlerinin yerine kullanılmamalı; var olan yöntemleri destekleyici hızlı bir yöntem olarak uygulanmalıdır.
Özellikle S. epidermidis gibi bazı stafilokok suşları13 için, penisilin veya ampisiline dirençli olan suşlarında hatalı negatif β-laktamaz 
reaksiyonuyla sonuçlanabilecek endüklenebilir bir β-laktamaz tanımlanmıştır.

ÖZEL PERFORMANS ÖZELLİKLERİ
Anaerobik bakterilerde β-laktamaz aktivitesinin belirlenmesi için dört yöntemin karşılaştırıldığı bir çalışmada elde edilen, nitrosefin 
ile doyurulmuş bir filtre kağıdı “standardıyla” uyuşma yüzdeleri aşağıda verilmiştir: Cefinase, %100; piridin-2-azo-p-dimetilanilin 
sefalosporin, %96; bromkresol mor pH indikatörü kullanılan bir penisilinaz diski, %72; kesit iyodometrik tekniği, %78.32

TİCARİ TAKDİM ŞEKLİ
Kat. No.	 Açıklama
231650 	 BD BBL Cefinase, 50
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