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NAMJENA
BD BBL Cefinase discs (diskovi BD BBL Cefinase) namijenjeni su upotrebi pri brzom ispitivanju izoliranih kolonija Neisseria 
gonorrhoeae, vrste Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterokoka i anaerobnih bakterija za proizvodnju beta-laktamaze.

SAŽETAK I OBJAŠNJENJE
Sposobnost određenih bakterija da proizvode enzime koji deaktiviraju antibiotike beta-laktama, npr., peniciline i cefalosporine, 
odavno je prepoznata. Abraham i Chain prvi su 1940. uočili enzimsku aktivnost u ekstraktima bakterije Escherichia coli koja je 
deaktivirala penicilin.1 Od tada je velik broj sličnih enzima izoliran iz velikog broja vrsta bakterija s nekim razlikama u specifičnosti 
supstrata. Neki selektivno hidroliziraju protumikrobne agense u razredu penicilina (npr., penicilin G, ampicilin, karbenicilin) te se 
opisuju kao penicilinaze. Drugi selektivno hidroliziraju protumikrobne agense u razredu cefalosporina (npr., cefalotin, cefaleksin, 
cefradin) te se opisuju kao cefalosporinaze. Neki drugi enzimi hidroliziraju i cefalosporine i peniciline.2

Brojne farmaceutske tvrtke razvijaju velik broj protumikrobnih agensa u razredu penicilina i cefalosporina koji su otporni na 
beta-laktamaze. Jedna skupina sadrži polusintetičke peniciline, meticilin, oksacilina, oksacilin i ostale vrste koje su otporne na 
enzime penicilinaza koje stvaraju stafilokoki.3 Razvijen je i velik broj cefalosporina s različitim stupnjevima otpornosti na beta-
laktamaze. Oni uključuju cefalosporine druge generacije (cefoksitin, cefamandol i cefuroksim) i cefalosporine treće generacije 
(cefotaksim, moksalaktam, cefoperazon i druge).4

Razvijeno je nekoliko kliničkih ispitivanja za otkrivanje beta-laktamaza. Ta ispitivanja brzo pružaju informacije o predvidljivom razvoju 
otpornosti. U interpretaciji rezultata ispitivanja beta-laktamaze mora se uzeti u obzir: osjetljivost ispitivanja na različite razrede 
enzima beta-laktamaza, vrste beta-laktamaza stvorene u različitim taksonomskim grupama organizama te specifičnosti supstrata 
različitih beta-laktamaza.
Najčešći klinički postupci uključuju jodometrijsku metodu, acidometrijsku metodu te različite kromogenske supstrate.5 Jodometrijska 
i acidometrijska ispitivanja obično se provode s penicilinom kao supstratom te stoga mogu otkriti samo enzime koji hidroliziraju 
penicilin. Dokazano je da je jedan od kromogenih cefalosporina, PADAC (Calbiochem-Behring) učinkovit u otkrivanju većine 
poznatih beta-laktamaza, osim nekih penicilinaza koje stvaraju stafilokoki, te nekih beta-laktamaza koje stvaraju anaerobne 
bakterije.6 Za još jedan kromogeni cefalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), dokazano je da je učinkovit u otkrivanju svih poznatih 
beta-laktamaza, uključujući penicilinaze stafilokoka.7-9

Za mnoge taksonomske grupe organizama, primjerice Enterobacteriaceae, ispitivanje beta-laktamaza nema smisla jer se razni 
enzimi beta-laktamaza s različitim specifičnostima supstratima mogu stvoriti unutar grupe ili čak unutar soja.10

Među ostalim bakterijama, primjerice Neisseria gonorrhoeae,11 Staphylococcus aureus,12,13 Moraxella catarrhalis,14 koje su otporne 
na penicilin te bakterija Haemophilus influenzae, 5,9,15 koja je otporna na ampicilin, u otpornim se sojevima proizvodi samo jedan 
razred enzima. Ispitivanje beta-laktamaze provedeno s tim organizmima omogućuje predviđanje otpornosti koje se provodi odmah 
nakon primarne izolacije, 18–24 h prije nego što rezultati za osjetljivost koji ovise o rastu postanu dostupni.
Iako se učestalost enterokoka koji stvaraju beta-laktamaze čini malena, zbog niske razine inolkuluma sojevi mogu ostati 
neprepoznati u postupku ispitivanja osjetljivosti pa se preporučuje rutinski postupak probira s diskom nitrocefina.16

Za anaerobne bakterije veza između proizvodnje beta-laktamaze i otpornosti na protumikrobne agense beta-laktama složena je 
te je donekle slična bakterijama Enterobacteriaceae. Beta-laktamaze najčešće se nalaze unutar vrste Bacteroides,17 no poznati 
su sojevi koji proizvode beta-laktamaze Clostridium butyricum, C. perfringens i Fusobacterium sp.18,19 Unutar grupe Bacteroides 
moguća je proizvodnja raznih vrsta enzima s različitim specifičnostima supstrata. Beta-laktamaze koje su česte u sojevima 
Prevotella melaninogenica i P. oralis obično su specifične za penicilin (penicilinaze),20 dok su beta-laktamaze česte u grupi 
B. fragilis cefalosporinaze.21,22 Otkriven je velik broj cefalosporinaza u grupi B. fragilis, a one uključuju i neke vrlo aktivne enzime 
koji hidroliziraju neke cefalosporine koji su navodno otporni na beta-laktamaze poput cefotaksima.23,24 Rijetki su sojevi za koje je 
dokazano da hidroliziraju sve poznate beta-laktame, uključujući cefoksitin.24,25

Iako su beta-laktamaze proizvedene u grupi B. fragilis najaktivnije u borbi protiv cefalosporina, ispitivanja osjetljivosti koja ovise o 
rastu dokazala su da je većina sojeva otporna na penicilin, karbenicilin i ampicilin.17,26 Ti rezultati ukazuju da je grupa B. fragilis 
otporna na peniciline zbog čimbenika poput propusnosti barijera22 ili da se beta-laktamaze proizvode u količinama koje su dovoljne 
da nadvladaju relativno sporu hidrolizu enzima s penicilinima. Izvještaji pružaju dokaze o otpornosti beta-laktamaza na peniciline te 
ukazuju da je kombinacija klavulanske kiseline (inhibitor beta-laktamaza) i penicilina puno aktivnija u borbi protiv bakterije B. fragilis 
od samog penicilina.27

Bez obzira na uzrok ili uzroke otpornosti na penicilin bakterije B. fragilis, svi sojevi se mogu smatrati otpornima.28 Ostali gram-negativni 
anaerobni sojevi vjerojatno su osjetljivi na penicilin ako su negativni na beta-laktamazu.28
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NAČELA POSTUPKA
Diskovi BD BBL Cefinase impregnirani su kromogenim cefalosporinom, nitrocefinom. Taj sastojak pokazuje vrlo brzu izmjenu boje 
iz žute u crvenu kada se amidna veza na prstenu beta-laktama hidrolizira beta-laktamazom. Kada bakterija proizvede taj enzim u 
velikoj količini, žuti se disk oboji u crveno u području gdje je izolat razmazan.
Iako se drugi penicilini i cefalosporini mogu upotrijebiti kao supstrati za određene enzime, nitrocefin ima širok spektar osjetljivosti na 
beta-laktame dostupne u prodaji. Reakcije s drugim mikrobnim enzimima nisu poznate.29

Jedan disk koristi se za ispitivanje prisutnosti beta-laktamaze u jednom bakterijskom soju.

REAGENSI
Diskovi BD BBL Cefinase impregnirani nitrocefinom.

Upozorenja i mjere opreza:
Za in vitro dijagnostiku.
Ovi diskovi ne koriste se za ispitivanje osjetljivosti.
Primjenjujte aseptične tehnike i utvrđene mjere opreza protiv mikrobioloških opasnosti tijekom svih postupaka. Nakon upotrebe 
pripremljene pločice i ostali kontaminirani materijal moraju se sterilizirati u autoklavu prije odlaganja u otpad.
Nitrocefin izaziva mutacije u određenim sojevima bakterija (ispitivanje Ames) te može potaknuti osjetljivost. Izbjegavajte gutanje, 
udisanje i dodir s kožom ili očima.
Upute za čuvanje: neotvoreno pakiranje po primitku pohraniti na temperaturi od –20 °C do +8 °C. Patronu BD BBL Cefinase nakon 
upotrebe treba pohraniti u stakleni čvrsto zatvoreni spremnik sa sredstvom za sušenje na temperaturi od –20 °C do +8 °C. Preostale 
diskove BD BBL Cefinase bacite nakon 60 dana nakon otvaranja folije. Datum isteka na patroni odnosi se samo na diskove u 
neotvorenoj foliji.
Znakovi pogoršanja kvalitete: ne koristite patronu ako su diskovi narančaste ili crvene boje.

PRIKUPLJANJE UZORAKA I RUKOVANJE
Ovaj postupak ne provodi se izravno s kliničkim uzorcima niti s drugim izvorima koji sadrže miješanu floru mikroorganizama. 
Bakterije za ispitivanje prvo morate izolirati kao zasebne kolonije razmazivanjem uzorka na odgovarajuću pločicu medija za kulturu.

POSTUPAK
Priloženi materijal: BD BBL Cefinase discs, 50 diskova po patroni.
Potreban materijal koji se nabavlja zasebno: dodatni reagensi, organizmi za kontrolu kvalitete i laboratorijska oprema prema 
potrebi za ovaj postupak.

Postupak ispitivanja:
1.  Pomoću dozatora za jedan disk umetnite odgovarajući broj diskova iz patrone u praznu Petrijevu zdjelicu ili na 

mikroskopsko stakalce.
2.  Svaki disk namočite jednom kapi pročišćene vode.
3.  Pomoću sterilizirane ušice ili štapića za nanošenje uklonite nekoliko sličnih dobro izoliranih kolonija te ih razmažite po 

površini diska.
4.  Provjerite ima li promjene boje na disku.
5.  Alternativni postupak: pomoću pincete namočite disk jednom kapi pročišćene vode, a zatim je razvucite preko kolonije.
Korisnička kontrola kvalitete: referentne kulture za kontrolu treba ispitivati uz svaku novu grupu. Preporučuju se sljedeći 
organizmi za ispitne sojeve:

Ispitni soj Očekivani rezultati
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitivno
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativno

Zahtjevi kontrole kvalitete moraju biti ispunjeni u skladu s važećim lokalnim, državnim i/ili saveznim propisima ili uvjetima 
akreditiranja i postupcima standardne kontrole kvalitete vašeg laboratorija. Preporučuje se da korisnik konzultira relevantne 
smjernice instituta CLSI i propise CLIA za odgovarajuće postupke kontrole kvalitete.
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REZULTATI I INTERPRETACIJA
Pozitivna reakcija prikazuje se kao promjena boje iz žute u crvenu u području gdje je kultura nanesena. Napomena: promjena boje 
obično se ne prikazuje na cijelom disku. Za negativan rezultat ne prikazuje se promjena boje na disku.
Za većinu sojeva bakterija pozitivan rezultat se prikazuje u roku od 5 min. No pozitivna reakcija za neke stafilokoke može potrajati i 
do 1 h.

Organizam Rezultat Pribl. vrijeme 
reakcije Interpretacija

Staphylococcus aureus Pozitivno 1 h Otpornost na penicilin, ampicilin, karbenicilin i tikarcilin. Moguća 
osjetljivost na cefalotin, meticilin, oksacilin, nafcilin i druge 
peniciline otporne na penicilinazu.*

Haemophilus influenzae Pozitivno 1 min Otpornost na ampicilin. Osjetljivost na cefalosporine.*
Neisseria gonorrhoeae i 
Moraxella catarrhalis

Pozitivno 1 min Otpornost na penicilin.

Enterococcus faecalis Pozitivno 5 min Otpornost na penicilin i ampicilin.
Anaerobne bakterije Pozitivno 30 min Moguća identifikacija je vrsta Bacteroides. Moguća otpornost na 

penicilin, kao i na cefalosporine, uključujući cefotaksim i cefoksitin.

* Osjetljivost se dokazuje pomoću ispitivanja osjetljivosti koja ovise o rastu.
 Negativni rezultati ukazuju, ali ne jamče osjetljivost.

OGRANIČENJA POSTUPKA
Učinkovitost ovog ispitivanja u predviđanju otpornosti na beta-laktam među mikroorganizmima koji nisu Neisseria gonorrhoeae, 
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, stafilokoki, enterokoki i određene anaerobnih bakterija nije dokazana.
Otpornost na antibiotike beta-laktama rijetko je zabilježena među nekim od gore navedenih organizama bez proizvodnje beta-
laktamaza.30,31 U tim su slučajevima postavljeni su mehanizmi otpornosti poput propusnosti barijera. Ispitivanja beta-lektamaze 
treba stoga koristiti kao brzu dopunu, a ne zamjenu za uobičajeno ispitivanje osjetljivosti.
U nekim sojevima stafilokoka,13 osobito S. epidermidis, otkriveno je da inducibilne beta-laktamaze mogu prouzročiti lažno negativnu 
reakciju na beta-laktamaze sa sojem koji je otporan na penicilin ili ampicilin.

ODREĐENA RADNA SVOJSTVA
U komparativnoj studiji o četiri metode za otkrivanje aktivnosti beta-laktamaze u anaerobnim bakterijama dobiveni su 
sljedeći postotci podudaranja sa „standardom” gdje je korišten filtarski papir zasićen nitrocefinom: Cefinase, 100 %; 
piridin-2-azo-p-dimetilanilin cafalosporin, 96 %; disk penicilinaze s indikatorom pH vrijednosti (bromkrezol ljubičasta), 72 %; 
jodometrijska tehnika, 78 %.32

DOSTUPNOST
Kat. br. Opis
231650  BD BBL Cefinase, 50
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Australia

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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