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НАЗНАЧЕНИЕ
Диски BD BBL Cefinase предназначены для использования в экспресс-тестировании выделенных колоний Neisseria 
gonorrhoeae, видов Staphylococcus, Haemophilus influenzae, энтерококков и анаэробных бактерий на наличие выработки 
β-лактамазы.

КРАТКИЙ ОБЗОР И ОПИСАНИЕ
Способность определенных бактерий вырабатывать ферменты, инактивирующие β-лактамные антибиотики, т. е. 
пенициллины и цефалоспорины, известна уже давно. Абрахам (Abraham) и Чейн (Chain) в 1940 г. впервые выявили 
ферментативную активность экстрактов Escherichia coli, инактивирующих пенициллин1. С тех пор из ряда видов бактерий 
было выделено большое количество аналогичных ферментов, несколько различающихся по специфичности по отношению 
к субстрату. Некоторые ферменты селективно гидролизуют противомикробные препараты класса пенициллинов (например, 
пенициллин G, ампициллин, карбенициллин); эти ферменты описаны как пенициллиназы. Другие ферменты селективно 
гидролизуют противомикробные препараты класса цефалоспоринов (например, цефалотин, цефалексин, цефрадин); эти 
ферменты описаны как цефалоспориназы. Некоторые ферменты гидролизуют как цефалоспорины, так и пенициллины2.
Различными фармацевтическими компаниями был разработан широкий спектр противомикробных препаратов 
пенициллинового и цефалоспоринового ряда, устойчивых к действию β-лактамазы. Одна из групп таких препаратов 
включает полусинтетические пенициллины: метициллин, оксациллин, нафциллин и другие, которые устойчивы к 
пенициллиназам, вырабатываемым стафилококками3. Также было разработано большое количество цефалоспоринов 
с различной степенью устойчивости к β-лактамазам. К ним относятся цефалоспорины второго поколения (цефокситин, 
цефомандол и цефуроксим) и цефалоспорины третьего поколения (цефотаксим, моксалактам, цефоперазон и другие)4.
Для обнаружения β-лактамаз было разработано несколько клинических тестов. Эти тесты позволяют быстро получать 
информацию для прогнозирования развития устойчивости. При интерпретации результатов тестов на β-лактамазы 
необходимо учитывать следующие факторы: чувствительность теста по отношению к различным классам β-лактамаз; 
типы β-лактамаз, вырабатываемых различными таксономическими группами микроорганизмов; специфичность различных 
β-лактамаз по отношению к субстрату.
Наиболее широко используемые клинические методики включают иодометрический метод, ацидометрический метод и 
использование разнообразных хромогенных субстратов5. Иодометрический и ацидометрический тесты обычно выполняются 
с использованием пенициллина в качестве субстрата, и поэтому они позволяют обнаруживать только ферменты, 
гидролизующие пенициллин. Была показана эффективность применения одного из хромогенных цефалоспоринов, 
PADAC (компания Calbiochem-Behring), для обнаружения большинства известных β-лактамаз, за исключением некоторых 
пенициллиназ, вырабатываемых стафилококками, а также некоторых β-лактамаз, вырабатываемых анаэробными 
бактериями6. Другой хромогенный цефалоспорин, нитроцефин (компания Glaxo Research) оказался эффективным для 
обнаружения всех известных β-лактамаз, включая пенициллиназы стафилококков7-9.
Для многих таксономических групп микроорганизмов, например Enterobacteriaceae, тест на β-лактамазу не представляет 
большой ценности в связи с разнообразием β-лактамаз с различной специфичностью по отношению к субстрату, 
вырабатываемых микроорганизмами одной группы или даже одного штамма10.
У других бактерий, например устойчивых к пенициллину Neisseria gonorrhoeae11, Staphylococcus aureus12,13, Moraxella 
catarrhalis14 и устойчивых к ампициллину Haemophilus influenzae5,9,15, устойчивыми штаммами вырабатывается только один 
класс фермента. Тест на β-лактамазу, проводимый с этими микроорганизмами, позволяет прогнозировать устойчивость 
немедленно после первичного выделения, т. е. на 18–24 ч. раньше, чем могут быть получены результаты определения 
чувствительности по данным роста.
Тогда как распространенность энтерококков, вырабатывающих β-лактамазу, по-видимому, невелика, низкая концентрация 
культуры может приводить к невозможности обнаружения штаммов в ходе тестирования чувствительности; при этом 
рекомендуется выполнять обычные скрининговые тесты, используя диски с нитроцефином16.
У анаэробных бактерий наблюдается сложное соотношение между выработкой β-лактамазы и устойчивостью к 
β-лактамным противомикробным препаратам с определенной степенью сходства с Enterobacteriaceae. β-лактамазы чаще 
всего обнаруживаются у видов Bacteroides17, однако имеются сообщения18,19 о вырабатывающих лактамазу штаммах 
Clostridium butyricum, C. perfringens и Fusobacterium sp. В группе Bacteroides отмечена выработка разнообразных ферментов 
с различной специфичностью по отношению к субстрату. β-лактамазы, часто обнаруживаемые у штаммов Prevotella 
melaninogenica и P. oralis, обычно являются специфичными по отношению к пенициллинам (пенициллиназы)20, тогда как 
β-лактамазы, часто обнаруживаемые в группе B. fragilis, представляют собой цефалоспориназы21,22. В группе B. fragilis 
отмечен ряд цефалоспориназ, в число которых входят некоторые очень активные ферменты, способные гидролизовать 
некоторые цефалоспорины, считающиеся устойчивыми к действию β-лактамазы, такие как цефотаксим23,24. Отмечены 
редкие штаммы, гидролизующие с высокой скоростью все известные β-лактамы, включая цефокситин24,25.
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Несмотря на то, что β-лактамазы, вырабатываемые группой B. fragilis, наиболее активны в отношении цефалоспоринов, 
большинство штаммов устойчиво к пенициллину, карбенициллину и ампициллину по результатам тестов чувствительности 
по данным роста17,26. Этот факт позволяет считать, что группа B. fragilis может обладать внутренней устойчивостью к 
пенициллинам, обусловленной такими факторами, как барьеры проницаемости22, или β-лактамаза вырабатывается со 
скоростью, в достаточной степени превышающей относительно медленную скорость гидролиза фермента под действием 
пенициллинов. Свидетельство в пользу вклада β-лактамазы в устойчивость к пенициллинам обнаруживается в сообщениях 
об использовании сочетания клавулановой кислоты (ингибитора β-лактамазы) с пенициллинами, активность которого в 
отношении B. fragilis во много раз превышает активность пенициллина, используемого в отдельности27.
Независимо от причины или причин устойчивости B. fragilis к пенициллинам, вероятно, все штаммы должны считаться 
устойчивыми28. Другие грамотрицательные анаэробные штаммы, вероятно, чувствительны к пенициллину при условии 
отрицательного результата теста на β-лактамазу28.

ПРИНЦИПЫ МЕТОДИКИ
Диски BD BBL Cefinase пропитаны хромогенным цефалоспорином — нитроцефином. Это соединение очень быстро 
меняет окраску с желтой на красную при гидролизе амидной связи β-лактамного кольца под действием β-лактамазы. Когда 
бактерии вырабатывают этот фермент в значительных количествах, диск, имеющий желтый цвет, становится красным в 
области размазывания изолята.
Другие пенициллины и цефалоспорины могут использоваться в качестве субстратов для определенных ферментов, однако 
нитроцефин обладает широким спектром восприимчивости и чувствительности коммерчески доступных β-лактамных 
препаратов. Его реакции с другими микробными ферментами неизвестны29.
Каждый диск используется для тестирования одного штамма бактерий на наличие β-лактамазы.

РЕАГЕНТЫ
Диски BD BBL Cefinase, пропитанные нитроцефином.

Предупреждения и меры предосторожности.
Для диагностического использования in vitro.
Эти диски не предназначены для тестирования чувствительности.
При выполнении любых процедур соблюдайте правила асептики и установленные меры биологической безопасности. После 
использования стерилизуйте в автоклаве подготовленные чашки и другие загрязненные материалы перед утилизацией.
Нитроцефин вызывает мутации в определенных штаммах бактерий (тест Эймса) и может выступать в качестве 
сенсибилизатора. Следует избегать проглатывания, контакта с кожей и попадания в глаза.
Условия хранения. После получения храните неоткрытую упаковку при температуре от -20 до +8 °C. После использования 
картридж BD BBL Cefinase следует хранить в каком-либо стеклянном герметичном контейнере с осушителем при 
температуре от -20 до +8 °C. Выбрасывайте оставшиеся диски BD BBL Cefinase через 60 дней после вскрытия блистерной 
упаковки. Срок годности, указанный на картридже, относится к дискам в запечатанной блистерной упаковке.
Признаки разложения. Не используйте картридж, если диски имеют оранжевый или красный цвет.

ВЗЯТИЕ И ОБРАБОТКА ОБРАЗЦОВ
Эта методика не предназначена для непосредственного использования с клиническими образцами или другими 
источниками, содержащими смешанную микробную флору. Испытуемые бактерии должны быть предварительно выделены 
в виде отдельных колоний путем посева штрихами в соответствующих чашках с питательной средой.

МЕТОДИКА
Поставляемые материалы. Диски BD BBL Cefinase, картридж с 50 дисками.
Необходимые, но не поставляемые материалы. Вспомогательные реагенты, микроорганизмы для контроля качества и 
лабораторное оборудование по мере необходимости для выполнения методики.

Методика Тестирования.
1. 	 При помощи диспенсера для нанесения одного диска поместите требуемое количество дисков из картриджа в пустую 

чашку Петри или на предметное стекло микроскопа.
2. 	 Смочите каждый диск одной каплей очищенной воды.
3. 	 Стерильной петлей или аппликатором извлеките несколько хорошо выделенных сходных колоний и размажьте их по 

поверхности диска.
4. 	 Наблюдайте за изменением окраски диска.
5. 	 Альтернативная методика. При помощи пинцета смочите диск одной каплей очищенной воды и затем проведите диском 

по колонии микроорганизмов.
Контроль качества. Контрольные эталонные культуры следует тестировать с каждой группой неизвестных 
микроорганизмов. В качестве тестовых штаммов рекомендуется использовать следующие микроорганизмы.

Тестовый штамм Предполагаемые результаты
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Положительный
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Отрицательный
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Следуйте требованиям контроля качества в соответствии с применимыми местными законами, законами штата и (или) 
государственными законами, требованиями аккредитации и методиками контроля качества, принятыми в лаборатории. 
Пользователи должны сверяться с соответствующими руководствами Национального комитета по клиническим лабораторным 
стандартам США (CLSI) и положениями Закона о совершенствовании работы клинических лабораторий (CLIA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ
При положительной реакции наблюдается изменение окраски с желтой на красную в области нанесения культуры. 
Примечание. Изменение окраски обычно не проявляется по всей поверхности диска. Отрицательный результат 
соответствует отсутствию изменения окраски диска.
Для большинства штаммов бактерий положительный результат проявляется в течение 5 мин. Однако для проявления 
положительной реакции в случае некоторых стафилококков может потребоваться до 1 ч.

Микроорганизм Результат Примерное 
время реакции Интерпретация

Staphylococcus aureus Положительный 1 ч. Устойчив к пенициллину, ампициллину, карбенициллину 
и тикарцилину. Вероятно чувствителен к цефалотину, 
метициллину, оксациллину, нафциллину и другим 
пенициллинам, устойчивым к действию пенициллиназы.*

Haemophilus influenzae Положительный 1 мин. Устойчив к ампициллину. 
Чувствителен к цефалоспоринам.*

Neisseria gonorrhoeae и 
Moraxella catarrhalis

Положительный 1 мин. Устойчивы к пенициллину.

Enterococcus faecalis Положительный 5 мин. Устойчив к пенициллину и ампициллину.
Анаэробные бактерии Положительный 30 мин. Возможная идентификация — виды Bacteroides. Вероятно 

устойчивы к пенициллину и могут быть устойчивы к 
цефалоспоринам, включая цефотаксим и (редко) цефокситин.

*	Чувствительность необходимо подтвердить тестом чувствительности с определением роста.
	 Отрицательные результаты предполагают, но не гарантируют чувствительность.

ОГРАНИЧЕНИЯ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДИКИ
Эффективность данного теста в прогнозировании устойчивости к действию β-лактамных препаратов для микроорганизмов, 
отличных от Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, стафилококков и определенных анаэробных 
бактерий не исследована.
Устойчивость к действию β-лактамных антибиотиков в редких случаях отмечалась для некоторых из указанных выше 
микроорганизмов без выработки β-лактамаз30,31. В этих случаях предполагаются другие механизмы устойчивости, например 
барьеры проницаемости. Поэтому тест на β-лактамазу следует использовать в качестве быстрого дополнительного теста, а 
не в качестве замены стандартного теста чувствительности.
Для некоторых штаммов стафилококков13, в частности S. epidermidis, описана индуцируемая β-лактамаза, которая 
может приводить к ложноотрицательным результатам реакции на β-лактамазу для штамма, устойчивого к пенициллину 
или ампициллину.

СПЕЦИАЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЭФФЕКТИВНОСТИ
В сравнительном исследовании четырех методов обнаружения активности β-лактамазы у анаэробных бактерий были 
получены следующие результаты в отношении согласованности с данными «стандартного» теста с использованием 
фильтровальной бумаги, пропитанной нитроцефином: Cefinase: 100 %; пиридин-2-азо-п-диметиланилин цефалоспорин: 
96 %; диск для определения пенициллиназы с индикатором pH бромкрезоловым пурпурным: 72 %; иодометрическая 
методика на предметных стеклах: 78 %32.

НАЛИЧИЕ
№ по каталогу	 Описание
231650 	 BD BBL Cefinase, 50
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