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PRZEZNACZENIE
Krążki BD BBL Cefinase służą do szybkiego wykrywania β-laktamazy wytwarzanej przez wyizolowane kolonie Neisseria 
gonorrhoeae, gatunki Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterokoki i bakterie beztlenowe.

STRESZCZENIE I OBJAŚNIENIA
Od dawna jest znana zdolność niektórych bakterii do wytwarzania enzymów, które dezaktywują antybiotyki β-laktamowe, np. 
penicyliny i cefalosporyny. W roku 1940 Abraham i Chain po raz pierwszy rozpoznali aktywność enzymatyczną bakterii Escherichia 
coli, które powodują dezaktywację penicyliny.1 Od tej pory wyizolowano z różnych gatunków bakterii bardzo wiele podobnych 
enzymów o nieco odmiennej specyficzności substratowej. Niektóre z nich, nazywane penicylinazami, selektywnie hydrolizują 
antybiotyki z klasy penicyliny (tj. penicylinę G, ampicylinę, karbenicylinę). Inne, nazywane cefalosporynazami, selektywnie 
hydrolizują antybiotyki z klasy cefalosporyn (tj. cefalotoksynę, cefaleksynę, cefadrynę). Jeszcze inne enzymy hydrolizują zarówno 
cefalosporyny, jak i penicyliny.2

Różne firmy farmaceutyczne opracowały wiele antybiotyków z klasy penicyliny i cefalosporyny, opornych na β-laktamazę. Jedną 
z grup stanowią penicyliny półsyntetyczne: metacylina, oksacylina i inne, oporne na penicylinazy, wytwarzane przez gronkowce.3 
Opracowano też wiele cefalosporyn o różnym stopniu oporności na β-laktamazy. Należą do nich cefalosporyny drugiej generacji 
(cefotoksyna, cefamandol i cefuroksim) oraz cefalosporyny trzeciej generacji (cefotaksim, moksalaktam, cefoperazon i inne).4

Opracowano różne testy kliniczne do wykrywania β-laktamaz. Testy te dostarczają szybkiej informacji o przewidywanym rozwoju 
oporności. Interpretacja wyników testów β-laktamazy musi uwzględniać: wrażliwość testu na różne klasy enzymów β-laktamazy, 
typy β-laktamaz wytwarzanych przez różne grupy taksonomiczne drobnoustrojów oraz właściwości substratów różnych β-laktamaz.
Do najczęściej stosowanych procedur klinicznych należą: metoda jodometryczna, metoda acydymetryczna i różne substraty 
chromogeniczne.5 Testy jodometryczne i acydymetryczne przeprowadza się zwykle przy użyciu penicyliny jako substratu, zatem mogą 
one wykrywać wyłącznie enzymy hydrolizujące penicylinę. Jedna z cefalosporyn chromogenicznych, PADAC (Calbiochem-Behring) 
okazała się skuteczna w wykrywaniu większości znanych β-laktamaz oprócz kilku penicylinaz wytwarzanych przez gronkowce i kilku 
β-laktamaz wytwarzanych przez bakterie beztlenowe.6 Inna spośród cefalosporyn chromogenicznych, nitrocefina (Glaxo Research), 
okazała się skuteczna w wykrywaniu wszystkich znanych β-laktamaz, w tym penicylinaz wytwarzanych przez gronkowce.7-9

Dla wielu grup taksonomicznych mikroorganizmów, np. Enterobacteriaceae, test β-laktamazy ma niewielką wartość, 
ponieważ w obrębie grupy lub nawet pojedynczego szczepu mogą być wytwarzane bardzo różne β-laktamazy o różnej 
specyficzności substratowej.10

W przypadku innych bakterii, np. opornych na penicylinę Neisseria gonorrhoeae,11 Staphylococcus aureus,12,13 Moraxella 
catarrhalis,14 oraz opornych na ampicylinę Haemophilus influenzae,5,9,15 oporne szczepy wytwarzają tylko jedną klasę enzymów. 
Test β-laktamazy przeprowadzany na tych mikroorganizmach umożliwia przewidywanie oporności bezpośrednio po pierwotnej 
izolacji, 18–24 h wcześniej niż będą dostępne wyniki badań wrażliwości na podstawie wzrostu.
Ze względu na nieznaczne występowanie enterokoków wytwarzających β-laktamazę, przy niskim stężeniu w inokulum szczepy 
mogą pozostać niewykryte przez procedury badania wrażliwości, dlatego zaleca się rutynowe badanie przesiewowe przy użyciu 
krążków z nitrocefiną.16

U bakterii beztlenowych zależność pomiędzy wytwarzaniem β-laktamazy, a opornością na antybiotyki β-laktamowe jest złożona, 
podobnie jak w przypadku Enterobacteriaceae. β-laktamazy wykrywa się najczęściej w szczepach Bacteroides,17 jednak spotyka się 
również wytwarzające β-laktamazy szczepy Clostridium butyricum, C. perfringens i Fusobacterium sp.18,19 W grupie Bacteroides, 
mogą być wytwarzane różne enzymy o różnych właściwościach substratowych. β-laktamazy wykrywane często w szczepach 
Prevotella melaninogenica i P. oralis są zazwyczaj swoiste dla penicylin (penicilinazy),20 natomiast β-laktamazy wykrywane 
często w grupie B. fragilis są cefalosporynazami.21,22 W grupie B. fragilis wykryto wiele cefalosporynaz, a wśród nich kilka bardzo 
aktywnych enzymów, które mogą hydrolizować niektóre cefalosporyny uznawane za oporne wobec β-laktamazy, np. cefotaksim.23,24 

Rozpoznano także rzadkie szczepy, które bardzo silnie hydrolizują wszystkie znane β-laktamy, w tym cefotosynę.24,25 

Chociaż najbardziej aktywne przeciwko cefalosporynom są β-laktamazy wytwarzane przez grupę B. fragilis, większość szczepów 
wykazuje oporność na penicylinę, karbenicylinę i ampicylinę w testach wrażliwości zależnej od wzrostu.17,26 Obserwacje te 
wskazują, że grupa B. fragilis może być swoiście oporna na penicyliny ze względu na takie czynniki, jak bariery przenikalności,22 
lub że β-laktamaza jest wytwarzana w ilościach wystarczających do przezwyciężenia stosunkowo powolnej hydrolizy enzymu przez 
penicylinę. O istotnej roli β-laktamazy w oporności na penicyliny świadczy fakt, że połączenie kwasu klawulanowego (inhibitora 
β-laktamazy) z penicylinami jest kilkakrotnie aktywniejsze przeciwko B. fragilis niż sama penicylina.27

Niezależnie od przyczyny bądź przyczyn oporności B. fragilis na penicylinę, za oporne należy prawdopodobnie uznać wszystkie 
szczepy.28 Inne Gram-ujemne szczepy beztlenowe są prawdopodobnie wrażliwe na penicylinę, dopóki są ujemne dla β-laktamazy.28

ZASADA PROCEDURY
Krążki BD BBL Cefinase są nasączone chromogeniczną cefalosporyną — nitrocefiną. Związek ten powoduje bardzo szybko zmianę 
zabarwienia z żółtego na czerwone, gdy wiązanie amidowe w pierścieniu β-laktamowym jest hydrolizowane przez β-laktamazę. 
Jeżeli bakterie wytwarzają ten enzym w znaczących ilościach, krążek zabarwiony na żółto zmienia barwę na czerwoną w miejscach, 
na które naniesiono izolat.
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Jako substraty dla konkretnych enzymów mogą służyć również inne penicyliny i cefalosporyny, jednak spośród dostępnych 
w handlu β-laktamów szerokie spektrum wrażliwości i działania wykazuje nitrocefina. Jej reakcje z innymi enzymami bakteryjnymi 
nie są znane.29

Każdy krążek służy do badania jednego szczepu bakterii na obecność β-laktamazy.

ODCZYNNIKI
Krążki BD BBL Cefinase nasączone nitrocefiną.

Ostrzeżenia i środki ostrożności:
Do użytku diagnostycznego in vitro.
Krążki nie nadają się do testów wrażliwości.
Podczas wykonywania wszystkich procedur należy przestrzegać zasad aseptyki i obowiązujących środków ostrożności, 
dotyczących zagrożenia mikrobiologicznego. Po użyciu płytki oraz inne skażone materiały należy przed wyrzuceniem poddać 
sterylizacji w autoklawie.
Nitrocefina wywołuje mutacje pewnych szczepów bakterii (test Amesa) i może działać uczulająco. Unikać spożycia, wdychania oraz 
kontaktu ze skórą i oczami.
Instrukcje przechowywania: Po otrzymaniu przechowywać zamknięte opakowania w temperaturze od -20 do +8°C. Po użyciu 
kasetę zawierającą krążki BD BBL Cefinase należy przechowywać w temperaturze od -20 do +8°C w dowolnym, nieprzepuszczającym 
powietrza szklanym pojemniku. Niezużyte krążki BD BBL Cefinase należy wyrzucić po 60 dniach od otwarcia opakowania blistrowego. 
Data ważności na kasecie dotyczy wyłącznie nienaruszonych krążków w zamkniętym opakowaniu blistrowym.
Oznaki pogorszenia jakości: Nie używać kasety, gdy krążki przebarwią się na pomarańczowo lub czerwono.

POBIERANIE PRÓBEK I POSTĘPOWANIE Z NIMI
Procedury tej nie można stosować bezpośrednio do próbek klinicznych lub innych źródeł zawierających mieszaną florę 
mikrobiologiczną. Bakterie przeznaczone do testowania należy najpierw wyizolować jako odrębne kolonie, nanosząc próbki na płytki 
z odpowiednią pożywką hodowlaną.

PROCEDURA
Materiały dostarczone: Krążki BD BBL Cefinase, 50 krążków w kasecie.
Materiały wymagane, ale nie dostarczone: Odczynniki pomocnicze, szczepy do kontroli jakości oraz sprzęt laboratoryjny wymagany 
do wykonania tej procedury.

Procedura testowa:
1. 	 Przy użyciu dozownika krążków wyłożyć wymaganą liczbę krążków z kasety na pustą szalkę Petriego lub szkiełko 

mikroskopowe.
2. 	 Zwilżyć każdy krążek kroplą wody destylowanej.
3. 	 Za pomocą sterylnej pętli lub pałeczki zdjąć kilka dobrze wyizolowanych podobnych kolonii i nanieść je na powierzchnię krążka.
4. 	 Obserwować przebarwienia krążka.
5. 	 Procedura alternatywna: Używając pincety zwilżyć krążek kroplą wody destylowanej i przeciągnąć go przez kolonię.
Kontrola jakości przez użytkownika: Dla każdej grupy nieznanych próbek należy założyć hodowle kontrolne. Jako szczepy 
kontrolne zaleca się następujące mikroorganizmy.

Szczep kontrolny Oczekiwane wyniki
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Wynik dodatni
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Wynik ujemny

Muszą być spełnione wymagania dotyczące kontroli jakości określone w odpowiednich przepisach lokalnych i/lub krajowych albo 
warunkach akredytacji; konieczne jest ponadto przestrzeganie standardowych wewnętrznych procedur kontroli jakości danego 
laboratorium. Zaleca się skorzystanie z odpowiednich wytycznych CLSI lub przepisów CLIA w celu ustalenia właściwych zasad 
kontroli jakości.
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WYNIKI I ICH INTERPRETACJA
Na reakcję dodatnią wskazuje zmiana zabarwienia z koloru żółtego na czerwony w miejscu, w którym była naniesiona hodowla.  
Uwaga: Zmiana koloru nie zawsze obejmuje cały krążek. O wyniku ujemnym świadczy brak zmiany zabarwienia krążka.
Dla większości szczepów bakteryjnych wynik dodatni pojawia się w ciągu 5 min. Reakcje dodatnie dla niektórych gronkowców mogą 
jednak wystąpić dopiero po godzinie.

Mikroorganizm Wynik Orientacyjny 
czas reakcji Interpretacja

Staphylococcus aureus Wynik dodatni 1 h Oporność na penicylinę, ampicylinę, karbenicylinę i tikarcylinę. 
Prawdopodobna wrażliwość na cefalotynę, metycylinę, oksacylinę, 
nafcylinę oraz inne penicyliny oporne na penicylinazy*.

Haemophilus influenzae Wynik dodatni 1 min Oporność na ampicylinę. Wrażliwość na cefalosporyny*.
Neisseria gonorrhoeae 
i Moraxella catarrhalis Wynik dodatni 1 min Oporność na penicylinę.

Enterococcus faecalis Wynik dodatni 5 min Oporność na penicylinę i ampicylinę.
Bakterie beztlenowe Wynik dodatni 30 min Przypuszczalne rozpoznanie: gatunki Bacteroides. Prawdopodobna 

oporność na penicylinę oraz możliwa oporność na cefalosporyny, 
w tym na cefotaksim, rzadko na cefoksytynę.

*	Wrażliwość należy potwierdzić w testach wrażliwości zależnej od wzrostu.
	 Wyniki ujemne sugerują wrażliwość, lecz jej nie gwarantują.

OGRANICZENIA PROCEDURY
Skuteczność testu w przewidywaniu oporności mikroorganizmów innych niż Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, 
Moraxella catarrhalis, gronkowce, enterokoki i niektóre bakterie beztlenowe nie została potwierdzona.
Oporność niektórych spośród powyższych mikroorganizmów na antybiotyki β-laktamowe stwierdza się w rzadkich przypadkach bez 
wytwarzania β-laktamaz.30,31 Jako mechanizmy oporności sugeruje się wówczas m.in. bariery przepuszczalności. Test β-laktamazy 
powinien być zatem używany jako szybki test uzupełniający, a nie w zastępstwie tradycyjnych testów wrażliwości.
U niektórych szczepów gronkowców,13 zwłaszcza S. epidermidis, stwierdzono indukowaną β-laktamazę, która może powodować 
fałszywie ujemną reakcję β-laktamazy w przypadku szczepu opornego na penicylinę lub ampicylinę.

SZCZEGÓŁOWA CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA
W badaniu porównawczym czterech metod wykrywania aktywności β-laktamazy u baterii beztlenowych uzyskano 
następujący procent zgodności ze „standardem“, którym była nasycona nitrocefiną bibuła filtracyjna: Cefinase, 100%; 
pirydyno-2-azo-p-dimetylanilino-cefalosporyna, 96%; krążek z penicylilinazą przy użyciu purpury bromokrezolowej jako wskaźnika 
pH, 72%; technika jodometryczna na szkiełku, 78%.32

ASORTYMENT
Nr kat.	 Opis
231650 	 BD BBL Cefinase, 50
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Dział Obsługi Technicznej: należy skontaktować się z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzić stronę www.bd.com.
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Historia zmian
Wersja Data Zestawienie zmian

(03) 2018-09 Aktualizacja formatowania.

Manufacturer / Производител / Výrobce / Fabrikant / Hersteller / Κατασκευαστής / Fabricante / Tootja / Fabricant / Proizvođać / Gyártó / Fabbricante / Атқарушы / 
제조업체 / Gamintojas / Ražotājs / Tilvirker / Producent / Producător / Производитель / Výrobca / Proizvođač / Tillverkare / Üretici / Виробник / 生产厂商 

Use by / Използвайте до / Spotřebujte do / Brug før / Verwendbar bis / Χρήση έως / Usar antes de / Kasutada enne / Date de péremption / 사용 기한 / Upotrijebiti 
do / Felhasználhatóság dátuma / Usare entro / Дейін пайдалануға / Naudokite iki / Izlietot līdz / Houdbaar tot / Brukes for / Stosować do / Prazo de validade / A se 
utiliza până la / Использовать до / Použite do / Upotrebiti do / Använd före / Son kullanma tarihi / Використати до\line / 使用截止日期
YYYY-MM-DD / YYYY-MM (MM = end of month)
ГГГГ-ММ-ДД / ГГГГ-ММ (ММ = края на месеца)
RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = konec měsíce)
ÅÅÅÅ-MM-DD / ÅÅÅÅ-MM (MM = slutning af måned)
JJJJ-MM-TT / JJJJ-MM (MM = Monatsende)
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