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Eesti
SIHTOTSTARVE
BD BBL Cefinase'i diskid on mõeldud mikroorganismide Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcuse liikide, Haemophilus influenzae, 
enterokokkide ja anaeroobsete bakterite isoleeritud kolooniate kiireks testimiseks β-laktamaasi produtseerimise suhtes.
KOKKUVÕTE JA SELGITUS
Teatud bakterite võime produtseerida ensüüme, mis inaktiveerivad β-laktaamseid antibiootikume (penitsilliine ja tsefalosporiine), 
on juba ammu teada. Aabraham ja Chain avastasid 1940. aastal esimesena Escherichia coli ekstraktides penitsilliini inaktiveerivat 
ensümaatilist aktiivsust.1 Pärast seda on suur hulk sarnaseid ensüüme eraldatud mitmetest bakteriliikidest, kasutades mõnevõrra 
erinevate omadustega substraate. Mõned neist ensüümidest hüdrolüüsivad selektiivselt penitsilliin-animikroobikume (penitsilliin 
G, ampitsilliin, karbenitsilliin), mistõttu on neid nimetatud penitsillinaasideks. Osa hüdrolüüsivad selektiivselt tsefalosporiin-
animikroobikume (kefalotiin, kefalexiin, kefradiin) ja neid kutsutakse tsefalosporinaasideks. Lisaks esineb ensüüme, mis 
hüdrolüüsivad nii tsefalosporiine kui ka penitsilliine.2

Mitmed ravimifirmad on välja töötanud suure hulga β-laktamaasiresistentseid penitsilliin- ja tsefalosporiin-antimikroobikume. 
Ühe grupi moodustavad poolsünteetilised penitsilliinid, ehk oksatsilliin, naftsilliin ja teised, mis on resistentsed stafüllokoki 
produtseeritud penitsillinaasi ensüümidele.3 Lisaks on välja töötatud suur hulk tsefalosporiine, mille resistentsus β-laktamaaside 
suhtes on varieeruv. Nendeks on teise põlvkonna tsefalosporiinid (tsefoksitiin, tsefamandool ja tsefuroksiim) ja kolmanda põlvkonna 
tsefalosporiinid (tsefotaksiim, moksalaktaam, tsefoperatsoon ja teised).4

β-laktamaaside tuvastamiseks on välja töötatud mitmeid kliinilisi teste. Need testid võimaldavad saada informatsiooni resistentsuse 
arengu ennustamiseks. β-laktamaasi testi tulemuste tõlgendamisel tuleb arvestada testi tundlikkust erinevate β-laktamaasi 
ensüümliikide, erinevate taksonoomiliste organismigruppide produtseeritud β-laktamaasi tüüpide ja erinevate β-laktamaasi 
substraatide eripärasuste suhtes.
Tavaliselt kasutatavad kliinilised protseduurid sisaldavad iodomeetrilise meetodi, atsidomeetrilise meetodi ja rea kromogeenilisi 
substraate.5 Iodomeetriliste ja atsidomeetriliste testide tegemisel kasutatakse üldiselt substraadina penitsilliini ja seega võimaldavad 
testid avastada ainult neid ensüüme, mis hüdrolüüsivad penitsilliini. On leitud, et üks kromogeensetest tsefalosporiinidest – 
PADAC (Calbiochem-Behring) – võimaldab tuvastada enamikku teadaolevaid β-laktamaase, v.a mõned penitsillinaasid, mida 
produtseerib stafüllokokk, ja mõned β-laktamaasid, mida produtseerivad anaeroobsed bakterid.6 Lisaks võimaldab veel üks 
kromogeenne tsefalosporiin – nitrotsefiin (Glaxo uuring) – tuvastada kõiki teadaolevaid β-laktamaase, kaasa arvatud stafülokokiliste 
penitsillinaasid.7–9

Paljude organismide taksonoomiliste rühmade (nt Enterobacteriaceae) puhul on β-laktamaasi testi väärtus vähene, sest substraadi 
omadustest sõltuvalt võidakse rühma või isegi üksiku tüve siseselt produtseerida väga erinevaid β-laktamaasi ensüüme.10

Teistes bakterites, nt penitsilliiniresistentsed Neisseria gonorrhoeae11, Staphylococcus aureus12,13, Moraxella catarrhalis14, 
ja ampitsilliiniresistentne Haemophilus influenzae5,9,15, produtseerivad resistentsed tüved ainult ühte liiki ensüüme. Nende 
organismidega läbi viidud β-laktamaasi test võimaldab resistentsust ennustada kohe pärast esmast eraldamist, ehk 18–24 tundi 
varem kui kasvust sõltuvate nakatumiskahtluse testide puhul.
Kuna β-laktamaasi produtseeriva enterokoki levik on vähene, võib lahja inokulaat tundlikkustesti protseduuride kasutamisel 
põhjustada tüvede mittetuvastamist ning kasutada tuleks regulaarset sõeluuringu protseduuri nitrotsefiindiskidega.16

Anaeroobsete bakterite korral on β-laktamaasi produtseerimise ja β-laktaamsetele antimikroobikumidele resistentsuse suhe 
keerukas ja mingil määral sarnane bakterile Enterobacteriaceae. β-laktamaasi leidub kõige sagedamini Bacteroides liikides17, 
samas on aga teatatud ka β-laktamaasi produstseerivatest organismide Clostridium butyricum, C. perfringens ja Fusobacterium 
sp tüvedest.18,19 Rühmas Bacteroides võidakse erinevate substraadi omaduste puhul produtseerida mitmed erinevaid ensüüme. 
β-laktamaasid, mida võib sageli leida Prevotella melaninogenica ja P. oralis tüvedest, on tavaliselt iseloomulikud penitsilliinidele 
(penitsillinaas)20, samas kui β-laktamaasid, mida sageli leitakse rühmast B. fragilis, on tsefalosforinaasid.21,22 Teatatud on mitmetest 
tsefalosforinaasidest rühmas B. fragilis; need sisaldavad mõningaid väga aktiivseid ensüüme, mis suudavad hüdrolüüsida teatud 
teadaolevalt β-laktamaasiresistentseid tsefalosforiine, nagu tsefotaksiim.23,24 Teatatud on vähestest tüvedest, mis hüdrolüüsivad 
suurel määral kõiki teadaolevaid β-laktaame, näiteks tsefoksitiini.24,25

Kuigi rühma B. fragilis produtseeritud β-laktamaasid on tsefalosporiini vastu kõige aktiivsemad, on enamik tüvesid kasvust 
sõltuvate tundlikkustestide põhjal resistentsed penitsilliinile, karbenitsilliinile ja ampitsilliinile.17,26 Antud leiu kohaselt võib rühm 
B. fragilis olla loomuomaselt resistentne penitsilliinidele tingituna läbitungimisvastastest barjääridest22 või sellest, et β-laktamaasi 
produtseeritakse koguses, millest piisab ensüümi suhteliselt aeglaseks hüdrolüüsumiseks penitsilliinidega. Aruannetest on leitud 
tõendeid, mis kinnitavad β-laktamaasi abistavat rolli penitsilliiniresistentsuse andmisel, kuna klavulaanhappe (β-laktamaasi inhibiitor) 
ja penitsilliinide kombinatsioon on organismi B. fragilis suhtes mitu korda aktiivsem kui penitsilliin üksinda.27

Organismi B. fragilis penitsilliiniresistentsuse põhjusest või põhjustest sõltumata tuleb kõik tüved lugeda tõenäoliselt 
resistentseteks.28 Teised gramnegatiivsed anaeroobsed tüved on arvatavasti vastuvõtlikud penitsilliinile, kuna on β-laktamaasi 
suhtes negatiivsed.28
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PROTSEDUURI PÕHIMÕTTED
BD BBL Cefinase'i disk on immutatud kromogeense tsefalosporiini nitrotsefiiniga. Selle ühendi värvus muutub väga kiirelt kollasest 
punaseks, kui β-laktaami ringis olev amiidiahel hüdrolüüsub β-laktamaasi toimel. Kui bakter toodab seda ensüümi märkimisväärsetes 
kogustes, muutub kollane disk määritud piirkonnas punaseks.
Substraadina kindlatele ensüümidele võib küll kasutada ka teisi penitsilliine ja tsefalosporiine, aga nitrotsefiinil on lai 
tundlikkusskaala ning see on tundlik müügil olevate β-laktaamide suhtes. Teadaolevalt ei reageeri see teiste mikroobsete 
ensüümidega.29

Igat diski kasutatakse ühe bakteritüve testimiseks β-laktamaasi olemasolu suhtes.

REAKTIIVID
Nitrotsefiiniga immutatud BD BBL Cefinase'i diskid.

Hoiatused ja ettevaatusabinõud
Kasutamiseks in vitro diagnostikas.
Diske ei kasutata tundlikkuse testimises.
Pidage protseduuride ajal kinni aseptikanõuetest ja kehtestatud ettevaatusabinõudest mikrobioloogiliste ohtude vältimiseks. Pärast 
kasutamist tuleb ette valmistatud plaadid ja muud saastatud materjalid enne kõrvaldamist autoklaavida.
Nitrotsefiin tekitab mutatsioone teatud liiki bakterites (Amesi test) ning võib tekitada ülitundlikkust. Vältida neelamist, sissehingamist 
ja kontakti naha või silmadega.
Säilitamisjuhised. Avamata pakendit hoida temperatuuri -20 kuni +8 °C. Pärast kasutamist hoida BD BBL Cefinase'i pakendit 
klaasist õhukindlas mahutis, mis sisaldab ka desikanti, temperatuuril -20 kuni +8 °C. Järelejäänud BD BBL Cefinase'i diskid 
kõrvaldada 60 päeva pärast mullpakendi avamist. Pakendil olev aegumiskuupäev kehtib ainult kinnises kahjustamata mullpakendis 
olevate diskide jaoks.
Riknemistunnused. Pakendit mitte kasutada, kui diskid on oranži või punast värvi.
PROOVIDE KOGUMINE JA KÄITLEMINE
Protseduuri ei tohi järgida otse kliiniliste proovidega või teiste segamikroobset floorat sisaldavate allikatega. Testitav bakter tuleb 
esmalt isoleerida eraldi kolooniateks, külvates proovi viirgudena selleks sobivatele külvisöötme plaatidele.
PROTSEDUUR
Komplekti kuuluvad materjalid. BD BBL Cefinase'i diskid, 50 diski pakendis.
Nõutavad, kuid komplekti mittekuuluvad materjalid. Abikemikaalid, kvaliteedikontrolli organismid ja protseduuri jaoks vajalikud 
laboriseadmed.
Testi protseduur.
1.  Ühe diski dosaatorit kasutades võtke pakendist vajalik arv diske ja pange need tühja Petri tassi või mikroskoobislaidile.
2.  Niisutage igat diski ühe tilga puhastatud veega.
3.  Steriliseeritud silmust või aplikaatorpulka kasutades eemaldage mitu hästiisoleeritud sarnast kolooniat ja määrige need diski 

pinnale.
4.  Jälgige diski värvuse muutumist.
5.  Alternatiivne protseduur. Kasutades pipetti, niisutage diski ühe tilga puhastatud veega ning seejärel määrige koloonia laiali.
Kasutaja tehtav kvaliteedikontroll. Kontrolli võrdluskultuure tuleb teistida koos iga tundmatu rühmaga. Järgmised organismid on 
soovitatavad testi käigus kasutamiseks.

Testis kasutatav tüvi Oodatavad tulemused

Staphylococcus aureus ATCC 29213 positiivne

Haemophilus influenzae ATCC 10211 negatiivne

Täitke kvaliteedikontrolli nõudeid vastavalt kohalikele ja/või riiklikele määrustele või akrediteerimisnõuetele ning teie labori 
standardsele kvaliteedikontrolli eeskirjake. Kvaliteedikontrolli korra asjus peaks kasutaja tutvuma asjakohase CLSI juhendi ja CLIA 
määrustega.
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TULEMUSED JA NENDE TÕLGENDAMINE
Positiivne reaktsioon avaldub värvimuutuses kollasest punaseks piirkonnas, kuhu külvi määriti. Märkus: värvimuutus ei leia tavaliselt 
aset kogu diski ulatuses. Negatiivset tulemust näitab diski värvi muutmatuks jäämine.
Enamiku bakteritüvede korral ilmub positiivne tulemus 5 minuti jooksul. Teatud stafülokokkide puhul võib aga positiivse reaktsiooni 
ilmnemine kesta kuni 1 tund.

Organism Tulemus
Ligikaudne 
reaktsiooniaeg Tõlgendus

Staphylococcus aureus positiivne 1 h Resistentne penitsilliinile, ampitsilliinile, karbenitsilliinile 
ja tikartsilliinile. Võimalik tundlikkus tsefalotiinile, 
metitsilliinile, oksatsülliinile, naftsilliinile ja teistele 
penitsillaasiresistentsetele penitsilliinidele*.

Haemophilus influenzae positiivne 1 min Resistentne ampitsilliinile. Tundlik tsefalosporiinidele*.

Neisseria gonorrhoeae ja 
Moraxella catarrhalis

positiivne 1 min Resistentne penitsilliinile.

Enterococcus faecalis positiivne 5 min Resistentne penitsilliinile ja ampitsilliinile.

Anaeroobsed bakterid positiivne 30 min Võimalik identifitseerimine: bakteri Bacteroides liigid. 
Tõenäoliselt penitsilliiniresistentsed ja võib-olla 
resistentsed tsefalosporiinidele, k.a. tsefotaksiimile ja 
harva ka tsefoksitiinile.

* Tundlikkust tuleb kinnitada kasvust sõltuvate tundlikkuse testidega.
 Negatiivsed tulemused näitavad tundlikkust, kuid ei garanteeri seda.

PROTSEDUURI PIIRANGUD
Test võimaldab tõhusalt prognoosida mikroorganismide resistentsust β-laktaamile, v.a Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus 
influenzae, Moraxella catarrhalis, stafülokokk, enterokokk ja teatud anaeroobsed bakterid, mille suhtes ei ole testi tõhusust 
tõendatud.
Resistentsusest β-laktamaasi antibiootikumidele on loetletud organismide puhul ilma β-laktamaaside produtseerimiseta teatatud 
väga harva.30,31 Sellisel juhul on postuleeritud resistentsuse mehhanismi olemasolu, näiteks läbitungimisvastaseid barjääre. Seega 
tuleks β-laktamaasi testi kasutada kui täiendavat kiirtesti ning mitte kui asendust tavakohasele tundlikkuse testimisele.
Mõnede stafülokoki13 tüvede, täpsemalt S. epidermidis, puhul kirjeldatakse indutseeritud β-laktamaasi, mis võib anda valenegatiivse 
β-laktamaasi reaktsioonitulemuse koos tüvega, mis on resistentne penitsilliini või ampitsilliini suhtes.

SPETSIIFILISED RESULTATIIVSUSE KARAKTERISTIKUD
Nelja meetodi võrdlev uuring β-laktamaasi toime tuvastamiseks anaeroobse bakteri suhtes andis “standardset” nitrotsefiiniga 
küllastatud filterpaberit kasutades tulemuseks järgmised ühtivusprotsendid: Cefinase: 100%; püridiin-2-aso-p-dimetüülaniliin 
tsefalosporiin: 96%; penitsillinaasi disk, kasutades broomkresooli lillat pH indikaatorit: 72%; slaidi-jodomeetriline tehnika: 78%.32

KÄTTESAADAVUS
Kat nr Kirjeldus
231650  BD BBL Cefinase, 50
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Nitrocefin is a product of Glaxo Research; distributed exclusively by BD Diagnostics.
ATCC is a trademark of American Type Culture Collection.
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