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UTILIZARE SPECIFICA

BD BBL Cefinase discs (discuri) sunt destinate utilizarii in testarea rapida a producerii 3-lactamazei de catre coloniile izolate de
Neisseria gonorrhoeae, de specii de Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterococi si bacterii anaerobe.

REZUMAT $I EXPLICATII

Capacitatea anumitor bacterii de a produce enzime care inactiveaza antibioticele B-lactamice, de exemplu, penicilinele si
cefalosporinele este cunoscutd de mult timp. Tn 1940, Abraham si Chain au fost primii care au recunoscut in extracte de Escherichia
coli o activitate enzimatica care inactiva penicilina.! De atunci, un numar mare de enzime similare au fost izolate din mai multe
specii bacteriene cu specificitati de substrat usor diferite. Unele dintre acestea hidrolizeaza selectiv agenti antimicrobieni din clasa
penicilinei (de exemplu, penicilina G, ampicilina, carbenicilina) si sunt descrise drept penicilinaze. Altele hidrolizeaza selectiv agenti
antimicrobieni din clasa cefalosporinei (de exemplu, cefalotinul, cefalexinul, cefradinul) si sunt descrise drept cefalosporinaze. lar
alte enzime hidrolizeaza atat cefalosporinele, cét si penicilinele.2

Un numar mare de agenti antimicrobieni din clasa penicilinei si cefalosporinei rezistenti la 3-lactamaza a fost dezvoltat de diferite
companii farmaceutice. Unul dintre grupuri include penicilinele semisintetice; meticilina, oxacilina, nafcilina si altele, care sunt
rezistente la enzimele penicilinaze produse de stafilococi.3 De asemenea, a fost dezvoltat un numar mare de cefalosporine care au
grade diferite de rezistenta la 3-lactamaze. Printre acestea se numara cefalosporinele de generatia a doua (cefoxitin, cefamandol si
cefuroxim) si cefalosporinele de generatia a treia (cefotaxim, moxalactam, cefoperazona si altele).4

Pentru detectarea 3-lactamazelor au fost dezvoltate mai multe teste clinice. Aceste teste furnizeaza rapid informatii predictive cu
privire la dezvoltarea rezistentei. Interpretarea rezultatelor testelor de B-lactamaza trebuie sa aiba in vedere sensibilitatea testului
la diferite clase de B-lactamaze, tipurile de B-lactamaze produse de diferite grupuri taxonomice de organisme si specificitatile de
substrat ale diferitelor B-lactamaze.

Procedurile clinice cele mai utilizate includ metoda iodometrica, metoda acidometrica si o gama larga de substraturi cromogenice.5
Testele iodometrice si acidometrice sunt efectuate in general folosind penicilina drept substrat si, prin urmare, pot detecta doar
enzime care hidrolizeaza penicilina. S-a demonstrat ca una dintre cefalosporinele cromogenice, PADAC (Calbiochem-Behring) este
eficienta in detectarea celor mai multe dintre 3-lactamazele cunoscute, cu exceptia unora dintre penicilinele produse de stafilococi
si a unor B-lactamaze produse de bacterii anaerobe.6 S-a demonstrat ca o alta cefalosporind cromogenica, nitrocefinul (Glaxo
Research), este eficienta in detectarea tuturor B-lactamazelor cunoscute, inclusiv a penicilinazelor stafilococice.”-9

Pentru multe grupuri taxonomice de organisme, de exemplu, Enterobacteriaceae, testul de B-lactamaza are importanta redusa,
deoarece o varietate de enzime B-lactamaze cu specificitati de substrat diferite pot fi produse in cadrul grupului sau chiar in cadrul
unei singure tulpini.0

La alte bacterii, de exemplu, Neisseria gonorrhoeae! rezistente la penicilina, Staphylococcus aureus,'2.13 Moraxella catarrhalis4
si Haemophilus influenzae 5915 rezistente la penicilind, tulpinile rezistente produc doar o singura clasa de enzime. Testul de
B-lactamaza efectuat pe aceste organisme permite estimarea rezistentei imediat dupa izolarea primara, cu 18-24 de ore naintea
obtinerii rezultatelor testelor de sensibilitate bazate pe crestere.

Chiar daca prevalenta enterococilor producatori de 3-lactamaze pare redusa, un inocul mic poate avea drept rezultat
nedetectarea unor tulpini prin procedurile de testare a sensibilitatii. Prin urmare, se recomanda screening-ul de rutina prin
procedura cu discuri cu nitrocefin.16

Tn cazul bacteriilor anaerobice, relatia dintre producerea B-lactamazei si rezistenta la agenti antimicrobieni B-lactamici este complexa
si oarecum similara cu a speciilor Enterobacteriaceae. B-lactamazele se gasesc cel mai frecvent in speciile Bacteroides.'” Totusi,
au fost raportate tulpini de Clostridium butyricum, C. perfringens si Fusobacterium sp.8.1 producatoare de B-lactamaze. In cadrul
grupului Bacteroides poate fi produsa o gama larga de enzime cu diferite specificitati de substrat. -lactamazele gasite frecvent
in tulpini de Prevotella melaninogenica si P. oralis sunt, de obicei, specifice penicilinelor (penicilinaze),20 in timp ce B-lactamazele
gasite frecvent in grupul B. fragilis sunt cefalosporinaze.21.22 O varietate de cefalosporinaze a fost raportata in grupul B. fragilis si
include cateva enzime foarte active, care pot hidroliza unele dintre cefalosporinele considerate rezistente la B-lactamaza, precum
cefotaximul.23.24 Au fost raportate tulpini rare care hidrolizeaza rapid toti B-lactamii cunoscutj, inclusiv cefoxitinul.24.25

Desi B-lactamazele produse de grupul B. fragilis sunt cele mai active impotriva cefalosporinelor, s-a descoperit ca cele mai multe
tulpini sunt rezistente la penicilind, carbenicilina si ampicilina in teste de sensibilitate bazate pe crestere.17.26 Aceasta descoperire
sugereaza faptul ca grupul B. fragilis ar putea fi intrinsec rezistent la peniciline prin factori cum ar fi barierele de permeabilitate22 sau
ca B-lactamaza este produsa in cantitati suficiente pentru a face fata vitezei relativ mici de hidroliza a penicilinelor de catre enzima.
Dovezi care tind sa sustina un rol auxiliar pentru B-lactamaza in rezistenta la peniciline se gasesc in rapoarte conform carora
combinatia de acid clavulanic (un inhibitor al B-lactamazei) si peniciline este cu mult mai activa asupra B. fragilis decat penicilina
utilizata singura.2?

Indiferent de cauza sau cauzele rezistentei la penicilina a B. fragilis, toate tulpinile ar trebui considerate potential rezistente.28
Celelalte tulpini anaerobe gram-negative sunt probabil sensibile la penicilin atata timp cat sunt B-lactamazo-negative.28



PRINCIPIILE PROCEDURII

Discul BD BBL Cefinase este impregnat cu cefalosporina cromogenica, nitrocefin. Acest compus prezinta o schimbare a culorii
foarte rapida, de la galben la rosu, deoarece legatura amidica a ciclului B-lactam este hidrolizata de o B-lactamaza. Atunci cand o
bacterie produce aceasta enzima in cantitati semnificative, discul colorat in galben devine rosu in zona in care este aplicat izolatul.

Desi alte peniciline si cefalosporine pot fi folosite drept substraturi pentru anumite enzime, nitrocefinul are spectrul larg de
sensibilitate al B-lactamilor disponibili in comert. Nu se cunoaste despre acesta faptul ca reactioneaza cu alte enzime microbiene.29

Fiecare disc este folosit pentru testarea prezenta 3-lactamazei in cadrul unei tulpini bacteriene.

REACTIVI
BD BBL Cefinase discs impregnate cu nitrocefin.

Avertismente si precautii:
Tn scopul diagnosticului in vitro.
Aceste discuri nu sunt destinate utilizarii in testarea sensibilitatii.

Tn timpul tuturor procedurilor, respectati tehnicile de asepsie si precautiile stabilite impotriva riscurilor microbiologice. Dupa utilizare,
placile pregatite si alte materiale contaminate trebuie sterilizate prin autoclavare, inainte de a fi aruncate.

Nitrocefinul este mutagen pentru anumite tulpini de bacterii (testul Ames) si poate fi sensibilizant. Evitati ingerarea, inhalarea sau
contactul cu pielea sau ochii.

Instructiuni de depozitare: La receptie, depozitati pachetul nedeschis la -20 pana la +8° C. Dupa utilizare, cartusul

BD BBL Cefinase trebuie depozitat intr-un recipient de sticla etans la aer, continand agent deshidratant, la temperaturi de -20 pana
la +8° C. Aruncati discurile BD BBL Cefinase ramase dupa 60 de zile de la deschiderea blisterului. Termenul de valabilitate de pe
cartus se refera doar la discurile intacte din blistere nedeschise.

Semne de deteriorare: Nu folositi cartusul daca discurile sunt de culoare portocalie sau rosie.

COLECTAREA $1 MANIPULAREA PROBELOR

Aceasta procedura nu se va utiliza direct cu probe clinice sau cu alte surse continand flora microbiana mixta. Bacteriile care vor fi
testate trebuie sa fie mai intai izolate sub forma de colonii separate, prin insamantarea probei pe placi cu medii de cultura adecvate.

PROCEDURA

Materiale furnizate: BD BBL Cefinase discs, 50 de discuri per cartus.

Materiale necesare, dar nefurnizate: Reactivi auxiliari, organisme pentru controlul de calitate si echipamentul de laborator necesar
pentru procedura.

Procedura de testare:

1. Folosind un distribuitor pentru un singur disc, distribuiti numarul necesar de discuri din cartus pe un vas Petri gol sau pe o
lamela de microscop.

2. Umeziti fiecare disc cu o picatura de apa purificata.

3. Cu ajutorul unei anse sau al unui aplicator sterilizat, prelevati mai multe colonii similare bine izolate si aplicati-le prin intindere
pe suprafata unui disc.

4. Urmairiti schimbarea culorii discului.
5. Procedura alternativa: Cu ajutorul forcepsului, umeziti fiecare disc cu o picatura de apa purificata, apoi atingeti cu acesta colonia.

Controlul calitatii efectuat de utilizator: Includeti culturi martori de referinta trebuie in fiecare grup de necunoscute. Urmatoarele
organisme sunt recomandate pentru utilizare ca tulpini de test.

Tulpina testata Rezultate estimate
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitiv
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativ

Cerintele controlului de calitate trebuie indeplinite conform reglementarilor locale, nationale si/sau federale in vigoare sau cerintelor
de acreditare si procedurilor de laborator standard pentru controlul de calitate. Se recomanda ca utilizatorul sa apeleze la ghidurile
adecvate CLSI si reglementarile CLIA pentru tehnici adecvate ale controlului de calitate.

REZULTATE S| INTERPRETARE

O reactie pozitiva va prezenta o schimbare a culorii de la galben la rosu in zona in care a fost aplicata cultura. Nota: schimbarile de
culoare nu se produc de obicei pe intregul disc. Un rezultat negativ se traduce prin absenta schimbarii culorii pe disc.

Pentru cele mai multe tulpini bacteriene, un rezultat pozitiv va aparea in interval de 5 min. Totusi, pentru anumitj stafilococi poate
dura pana la 1 ora pentru dezvoltarea reactiilor pozitive.



Durata aprox.

Organism Rezultat de reactie Interpretare
Staphylococcus aureus  Pozitiv Rezistent la penicilina, ampicilina, carbenicilina si ticarcilina. Sensibilitate
1h probabila la cefalotin, meticilina, oxacilina, nafcilina si la alte peniciline
rezistente la penicilinaza.”
Haemophilus influenzae Pozitiv . Rezistent la ampicilina.
1 min L .
Sensibil la cefalosporine.
Neisseria gonorrhoeae si Pozitiv . Rezistent la penicilina.
; 1 min
Moraxella catarrhalis
Enterococcus faecalis Pozitiv 5 min Rezistent la penicilina si ampicilina.
Bacterii anaerobe Pozitiv 30 min Identificare probabila: specia Bacteroides. Rezistenta probabila la penicilina si

rezistenta posibila la cefalosporine, inclusiv la cefotaxim si mai rar la cefoxitin.

* Sensibilitatea trebuie confirmata prin teste de sensibilitate bazate pe crestere.
Rezultatele negative sugereaza, insa nu garanteaza sensibilitatea.

LIMITARILE PROCEDURII

Eficienfa acestui test in estimarea rezistentei la 3-lactam a altor organisme in afara de Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, stafilococi, enterococi si anumite bacterii anaerobe este nedemonstrata.

Tn rare cazuri a fost raportata rezistenta la antibioticele B-lactamice a unora dintre organismele de mai sus fira producerea
B-lactamazelor.30.31 In aceste cazuri au fost postulate mecanismele de rezistenta de tipul barierelor de permeabilitate. Prin urmare,
testul de B-lactamaza trebuie utilizat ca o completare rapida si nu ca inlocuitor pentru testarea conventionala a sensibilitatji.

Pentru anumite tulpini de stafilococi,3 in special S. epidermidis, a fost descrisa o B-lactamaza inductiva, care ar putea avea ca
rezultat o reactie fals negativa a 3-lactamazei cu o tulpina rezistenta la penicilina sau ampicilina.

CARACTERISTICI SPECIFICE DE PERFORMANTA

Intr-un studiu comparativ cu patru metode pentru detectarea activitatii B-lactamazei la bacteriile anaerobe s-au obtinut

urmatoarele procentaje de concordanta cu un ,standard” utilizand hartie de filtru imbibata cu nitrocefin: Cefinase, 100%;
piridina-2-azo-p-dimetilanilina cefalosporina, 96%; un disc de penicilinaza utilizand purpura de bromcrezol ca indicator de pH, 72%;
metoda iodometrica pe lamela, 78%.32

DISPONIBILITATE

Nr. cat. Descriere
231650 BD BBL Cefinase, 50
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