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BRUKSOMRADE

BD BBL Cefinase-lapper er beregnet pa bruk til hurtig testing av isolerte kolonier med Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus-arter,
Haemophilus influenzae, enterokokker og anaerobe bakterier for produksjonen av B-laktamase.

SAMMENDRAG OG FORKLARING

Enkelte bakteriers evne til & produsere enzymer som inaktiverer 3-laktam-antibiotika, dvs. penicillin og cefalosporiner, har lenge
veert kjent. | 1940 oppdaget Abraham og Chain for fgrste gang enzymatisk aktivitet i ekstraktene av Escherichia coli som inaktiverte
penicillin.! Siden den gang har et stort antall enzymer blitt isolert fra en rekke bakterielle arter med noe forskjellig substratspesifisitet.
Noen hydrolyserer penicillin-antibiotika selektivt (dvs. penicillin G, ampicillin, karbenicillin) og er beskrevet som penicillinaser. Andre
hydrolyserer selektivt cefalosporinklassen med antibiotika (dvs. cefalotin, cefaleksin, cefradin) og er beskrevet som cefalosporinaser.
Andre enzymer hydrolyserer bade cefalosporiner og penicilliner.2

Et stort antall B-laktamaseresistente penicillin- og cefalosporinantibiotika er utviklet av forskjellige legemiddelselskaper. En gruppe
inkluderer de halvsyntetiske penicillinene, meticillin, oksacillin, nafcillin og andre, som er resistent for penicillinase-enzymene som
produseres av stafylokokker.3 Et stort antall cefalosporiner er ogsa utviklet som har varierende grad av resistens mot B-laktamaser.
Disse inkluderer andregenerasjons-cefalosporiner (cefoxitin, cefamandol og cefuroksim) og tredjegenerasjons-cefalosporiner
(cefotaxim, moksalaktam, cefoperazon og andre).4

Flere kliniske tester er blitt utviklet for pavisning av B-laktamaser. Disse testene gir hurtig informasjon som forutsier
utviklingen av resistens. Ved tolkning av B-laktamasetestresultater ma du vurdere: testens sensitivitet for forskjellige
klasser av B-laktamase-enzymer, typene pB-laktamaser produsert av forskjellige taksonomiske grupper av organismer og
substratspesifisiteter for de forskjellige 3-laktamasene.

De oftest brukte kliniske prosedyrene inkluderer den iodometriske metoden, syrevektmalemetoden og en rekke forskjellige
kromogene substrater.5 De iodometriske og syrevektmaletestene utfgres vanligvis med penicillin som substrat og kan derfor bare
pavise enzymer som hydrolyserer penicillin. En av de kromogene cefalosporinene, PADAC (Calbiochem-Behring) er pavist a veere
effektiv til pavisning av de fleste kjente B-laktamasene med unntak av noen av penicillinasene som produseres av stafylokokker,
og noen B-laktamaser produsert av anaerobe bakterier.6 Et annet kromogent cefalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), er pavist &
veere effektiv nar det gjelder pavisning av alle kjente B-laktamasene inkludert stafylokokk-penicillinasene.’-9

For mange taksonomiske grupper av organismer, f.eks. Enterobacteriaceae, er 3-laktamasetesten av liten verdi fordi et mangfold av
B-laktamase-enzymer med forskjellige substratspesifisiteter kan produseres i gruppen, eller til og med innen én stamme. 0

| andre bakterier, f.eks. penicillin-resistent Neisseria gonorrhoeae,!" Staphylococcus aureus,12.13 Moraxella catarrhalis,'4 og
ampicillin-resistent Haemophilus influenzae,59.15 er bare én klasse enzymer produsert av resistente stammer. B-laktamase-testen
utfert med disse organismene gjer det mulig & forutsi resistens umiddelbart etter primzer isolasjon, 18—24 timer fgr det tidspunktet
da vekstavhengige mottakkelighetsresultater ville foreligge.

Selv om det synes a veere lav prevalens av 3-laktamase-fremkallende enterokokker, kan en liten bakteriemengde medfere at
stammer ikke pavises med resistenstestprosedyrer, og rutinemessig screening med nitrocefin-prosedyre anbefales.6

Med anaerobe bakterier er forholdet mellom produksjonen av B-laktamase og resistens mot -laktam-antimikrober komplisert og
ligner noe pa Enterobacteriaceae. B-laktamaser finnes som oftest i bakteroidartene,’” men B-laktamase-fremkallende stammer med
Clostridium butyricum, C. perfringens og Fusobacterium sp. er blitt rapportert.8.19 | Bakteroid-gruppen kan en rekke forskjellige
enzymer produseres med forskjellige substratspesifisiteter. -laktamasene som ofte finnes i stammene Prevotella melaninogenica
og P. oralis er vanligvis spesifikke for penicilliner (penicillinase),20 mens B-laktamasene som ofte finnes i B. fragilis-gruppen er
cefalosporinaser.21.22 En rekke forskjellige cefalosporinaser er blitt rapportert i B. fragilis-gruppen. De inkluderer noen svzert aktive
enzymer som kan hydrolysere noen av de angivelig B-laktamase-resistente cefalosporinene som cefotaxime.23.24 Sjeldne stammer
er blitt rapportert som hydrolyserer alle kjente B-laktamer, inkludert cefoxitin ved hgye hastigheter.24.25

Selv om B-laktamasene produsert av B. fragilis-gruppen, er de mest aktive mot cefalosporiner, viser de fleste stammene seg a vaere
resistent mot penicillin, carbenicillin og ampicillin i vekst-avhengige resistenstester.17.26 Dette funnet tyder pa at B. fragilis-gruppen i
seg selv kan veere naturlig resistent mot penicillin gjennom faktorer som permeabilitetsbarrierer,22 eller fordi B-laktamase produseres
i mengder som er store nok til & overvinne enzymets relative lave hydrolysehastighet med penicillin. Belegg som kan tyde pa a
stotte en medvirkende rolle for B-laktamase i resistensen mot pencillin star i rapporter om at kombinasjonene av klauvulansyre (en
B-laktamasehemmer) og penicillin er mange ganger mer aktive mot B. fragilis enn penicillin alene.2”

Uansett arsaken(e) til penicillinresistens i B. fragilis, skal alle stammer sannsynligvis regnes som resistente.28 De andre
gramnegative anaerobe stammene er sannsynligvis mottakkelige for penicillin s& lenge de er B-laktamase-negative.28



PRINSIPPER FOR PROSEDYREN

BD BBL Cefinase-lappen impregnerers med kromogen cefalosporin, nitrocefin. Denne forbindelsen forandrer farge svaert raskt
fra gult til redt nar amidbindingen i B-laktamringen hydrolyseres med en B-laktamase. Nar en bakterie produserer dette enzymet i
betydelige mengder, forandres fargen pa den gule skiven til red der isolatet er pafert.

Selv om andre penicilliner og cefalosporiner kan brukes som substrater for spesifikke enzymer, har nitrocefin det brede spekteret
av mottakelighet og sensitivitet for de kommersielt tilgjengelige B-laktamene. Den er ikke kjent for & reagere med andre
mikrobielle enzymer.29

Hver lapp brukes til & teste én bakteriestamme for forekomst av 3-laktamase.

REAGENSER

BD BBL Cefinase-lapper impregnert med nitrocefin.
Advarsler og forsiktighetsregler:

Ved in vitro-diagnostisk bruk.

Disse lappene er ikke tiltenkt bruk ved resistenstesting.

Bruk aseptiske teknikker og etablerte forholdsregler mot mikrobiologiske farer under alle prosedyrene. Etter bruk, ma agarskaler og
annet kontaminert materiale steriliseres med autoklavering etter bruk fgr de kastes.

Nitrocefin fremkaller mutasjoner i enkelte bakteriestammer (Ames-test) og kan veere sensibiliserende. Inntak, innanding eller kontakt
med huden eller gynene skal unngas.

Oppbevaringsinstruksjoner: Ved mottak, oppbevares den uapnede beholderen ved -20 til +8 °C. Etter bruk skal

BD BBL Cefinase-pakningen oppbevares i en hvilken som helst lufttett glassbeholder som inneholder tarkemiddel
og oppbevares ved -20 til +8 °C. Kast gjenvaerende BD BBL Cefinase-lapper 60 dager etter at blisterpakningen er apnet.
Utlgpsdatoen pa pakningen gjelder kun lapper som er intakte i udpnet blisterpakning.

Indikasjoner pa forringelse: Ikke bruk pakningen hvis lappene er oransje eller rgd.

PRGVEINNSAMLING OG HANDTERING

Denne prosedyren skal ikke brukes direkte med kliniske prgver eller andre kilder som inneholder blandede mikrobielle flora.
Bakteriene som skal testes, ma farst isoleres som separate kolonier ved a pafgre prgven pa riktige agarsskaler.

FRAMGANGSMATE

Materialer som fglger med: BD BBL Cefinase-lapper, 50 lapper per pakning.

Nodvendige materialer som ikke felger med: Supplerende reagenser, kvalitetskontrollorganismer og laboratorieutstyr etter behov
for prosedyren.

Testprosedyre:

1 Med en enkeltlappedispenser, dispenseres ngdvendig antall lapper fra pakningen til en tom Petri-skal eller pa et objektglass.

2. Fukt hver lapp med én drape renset vann.

3. Fjern flere godt isolerte lignende kolonier med en steril gse eller applikatorpinne og smer pa overflaten av en lapp.

4. Se om lappen forandrer farge.

5. Alternativ prosedyre: Bruk pinsett til & fukte lapp med en drape renset vann og stryk over kolonien.

Kvalitetskontroll for brukere: Kontrollreferansekulturer skal kjgres med hver gruppe ukjente. Fglgende organismer anbefales til
bruk som teststammer.

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

Kvalitetskontrollkrav ma utfgres i henhold til lokale og/eller nasjonale retningslinjer eller akkrediteringskrav og ditt laboratoriums
standard kvalitetskontrollprosedyrer. Det anbefales at brukeren refererer til aktuelle CLSI-retningslinjer og CLIA-regler for egnete
kvalitetskontrollprosedyrer.



RESULTATER OG TOLKNING
En positiv reaksjon medfarer fargeendring fra gul til red der kulturen er pafert. Merk: fargeendring skjer ikke vanligvis over hele
lappen. Et negativt resultat viser ingen fargeendring pa lappen.

For de fleste bakteriestammer utvikles et positivt resultat innen 5 min. Positive reaksjoner for enkelte stafylokokker kan derimot ta
opptil 1 time.

Organisme Resultat Omtrentlig reaksjonstid Tolkning

Staphylococcus aureus Positiv 1 time Resistent mot penicillin, ampicillin, carbenicillin og ticarcillin.
Sannsynligvis sensitiv overfor cefalotin, meticillin, oxacillin, nafcillin
og andre penicillinase-resistente penicilliner.*

Haemophilus influenzae Positiv 1 min Resistent mot ampicillin.
Sensitiv overfor cefalosporiner.®
Neisseria gonorrhoeae og  Positiv 1 min Resistent mot penicillin.
Moraxella catarrhalis
Enterococcus faecalis Positiv 5 min Resistent mot penicillin og ampicillin
Anaerobe bakterier Positiv 30 min Sannsynlig identifisering er arten Bacteroides. Sannsynligvis

resistent mot penicillin og kan veere resistent mot cefalosporiner
inkludert cefotaxim og i sjeldne tilfeller cefoxitin.

* Sensitivitet skal bekreftes med vekstavhengige resistenstester.
Negative resultater tyder pa sensitivitet, men garanterer det ikke.

PROSEDYRENS BEGRENSNINGER
Effektiviteten til denne testen i forutsigelsen av B-laktam-resistensen til andre mikroorganismer enn Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, stafylokokker, enterokokker og enkelte anaerobe bakterier er ikke pavist.

Resistens mot B-laktam-antibiotika er rapportert i sjeldne tilfeller i noen av ovennevnte organismer uten produksjonen av
B-laktamaser.30.31 | disse tilfellene er resistensmekanismer som permeabilitetsbarrierer blitt postulert. Derfor skal
B-laktamasetesten brukes som en hurtig supplering og ikke som erstatning for konvensjonell resistenstesting.

For noen stammer av stafylokokker,13 saerlig S. epidermidis, er en induserende B-laktamase beskrevet som kan resultere i falskt
negativ B-laktamase-reaksjon med en stamme som er resistent mot penicillin eller ampicillin.
SPESIFIKKE EGENSKAPER VED PRGVEUTFORELSEN

| en sammenlignbar studie av fire metoder for & pavise p-laktamase-aktivitet i anaerobe bakterier, ble falgende prosent samsvar
oppnadd med en "standard” der det ble benyttet nitrocefin-mettet filterpapir: BD BBL Cefinase, 100 %; pyridin-2-azo-p-dimetylanilin
cefalosporin, 96 %; en penicillinase-lapp med bromkresol lilla pH-indikator, 72 %, objektglass-iodometrisk teknikk, 78 %.32

TILGJENGELIGHET

Kat. nr. Beskrivelse
231650 BD BBL Cefinase, 50
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