
1

	 BBL Paper Discs for the Detection of β-Lactamase Enzymes Cefinase Discs
	 Discos de papel BBL para detecção de enzimas β-Lactamase Cefinase Discs

8800801JAA(03)
2018-09

Português

UTILIZAÇÃO PRETENDIDA
Os discos BD BBL Cefinase destinam-se a ser utilizados no teste rápido de colónias isoladas de Neisseria gonorrhoeae, espécies 
de Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterococos e bactérias anaeróbias relativamente à produção de β-lactamase.

RESUMO E EXPLICAÇÃO
A capacidade de certas bactérias produzirem enzimas que inactivam os antibióticos β-lactâmicos, ou seja, penicilinas e 
cefalosporinas, já é reconhecida desde há muito tempo. Em 1940, Abraham e Chain foram os primeiros a reconhecer uma 
actividade enzimática em extractos de Escherichia coli, capaz de inactivar a penicilina.1 Desde então, foi isolado um grande número 
de enzimas idênticas a partir de várias espécies de bactérias com especificidades de substratos relativamente diferentes. Algumas 
hidrolisam selectivamente os antimicrobianos da classe das penicilinas (por exemplo, penicilina G, ampicilina, carbenicilina) e foram 
descritas como penicilinases. Outras hidrolisam selectivamente os antimicrobianos da classe das cefalosporinas (por exemplo, 
cefalotina, cefalexina, cefradina) e foram descritas como cefalosporinases. Existem ainda outras enzimas que hidrolisam as 
cefalosporinas e as penicilinas.2

Várias companhias farmacêuticas desenvolveram um grande número de antimicrobianos da classe das penicilinas e cefalosporinas 
resistentes às β-lactamases. Um grupo inclui as penicilinas semi-sintéticas meticilina, oxacilina, nafcilina e outras, que são 
resistentes às penicilinases produzidas pelos estafilococos.3 Foi igualmente desenvolvido um grande número de cefalosporinas, 
com diversos graus de resistência às β-lactamases. Estas incluem as cefalosporinas de segunda geração (cefoxitina, cefamandol e 
cefuroxima) e as cefalosporinas de terceira geração (cefotaxima, moxalactam, cefoperazona e outras).4

Foram desenvolvidos vários testes clínicos para detecção das β-lactamases. Estes testes fornecem informações rápidas que 
permitem prever o desenvolvimento de resistência. A interpretação dos resultados do teste da β-lactamase deve considerar: a 
sensibilidade do teste para as diferentes classes de enzimas β-lactamases, os tipos de β-lactamases produzidos pelos diferentes 
grupos taxonómicos de microrganismos e as especificidades de substrato das diferentes β-lactamases.
Os procedimentos clínicos mais frequentemente utilizados incluem o método iodométrico, o método acidométrico e vários 
substratos cromogéneos.5 Geralmente, os testes iodométrico e acidométrico são efectuados utilizando a penicilina como substrato 
e, assim, apenas podem detectar as enzimas que hidrolisam a penicilina. Uma das cefalosporinas cromogéneas, PADAC 
(Calbiochem-Behring) provou ser eficaz na detecção da maioria das β-lactamases conhecidas, com a excepção de algumas 
penicilinases produzidas por estafilococos e de algumas β-lactamases produzidas por bactérias anaeróbias.6 Outra cefalosporina 
cromogénea, o nitrocefin (Glaxo Research), provou ser eficaz na detecção de todas as  
β-lactamases conhecidas, incluindo as penicilinases estafilocócicas.7-9 

Para muitos grupos taxonómicos de microrganismos, por exemplo Enterobacteriaceae, o teste da β-lactamase tem pouco valor 
porque dentro do grupo, ou mesmo numa única estirpe, pode ser produzida uma grande diversidade de enzimas β-lactamases com 
diferentes especificidades de substrato.10

Noutras bactérias, por exemplo Neisseria gonorrhoeae resistente à penicilina,11 Staphylococcus aureus,12,13 Moraxella catarrhalis14 
e Haemophilus influenzae resistente à ampicilina,5,9,15 as estirpes resistentes produzem apenas uma classe de enzimas. O teste da 
β-lactamase efectuado com estes microrganismos permite efectuar uma previsão da resistência imediatamente após o isolamento 
primário, 18 a 24 h antes de os resultados dos testes de sensibilidade dependentes do crescimento estarem disponíveis.
Embora a prevalência de enterococos produtores de β-lactamase pareça ser pequena, um inóculo fraco pode resultar em 
estirpes não detectadas pelos procedimentos de testes de sensibilidade, sendo recomendado um despiste de rotina utilizando o 
procedimento do disco de nitrocefin.16

Com as bactérias anaeróbias, a relação entre a produção de β-lactamase e a resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos é 
complicada e, de certa forma, semelhante à das Enterobacteriaceae. As β-lactamases são encontradas com maior frequência 
em espécies de Bacteroides,17 no entanto, foram referidas estirpes de Clostridium butyricum, C. perfringens e Fusobacterium 
sp. produtoras de β-lactamases.18,19 Entre as espécies do género Bacteroides, pode ser produzida uma grande variedade de 
enzimas com diferentes especificidades de substrato. Normalmente, as β-lactamases frequentemente encontradas em estirpes 
de Prevotella melaninogenica e P. oralis são específicas para as penicilinas (penicilinase),20 enquanto que as β-lactamases 
frequentemente encontradas no grupo de B. fragilis são cefalosporinases.21,22 Foram referidos vários tipos de cefalosporinases no 
grupo de B. fragilis, que incluem algumas enzimas muito activas com capacidade de hidrólise de algumas cefalosporinas referidas 
como resistentes às β-lactamases, tal como cefotaxima.23,24 Foram referidas estirpes raras que efectuam a hidrólise a velocidades 
elevadas de todos os β-lactâmicos conhecidos, incluindo a cefoxitina.24,25

Apesar de as β-lactamases produzidas pelo grupo de B. fragilis serem mais activas contra as cefalosporinas, a maior parte das 
estirpes é resistente à penicilina, carbenicilina e ampicilina nos testes de sensibilidade dependentes do crescimento.17,26 Este 
achado sugere que as bactérias do grupo de  
B. fragilis podem ser intrinsecamente resistentes às penicilinas através de factores, tais como barreiras de permeabilidade,22 
ou que a β-lactamase é produzida em quantidades suficientes para superar a velocidade de hidrólise relativamente lenta das 
penicilinas. As provas que tendem a apoiar um papel da β-lactamase na resistência às penicilinas são encontradas em relatórios 
nos quais se refere que a combinação de ácido clavulânico (um inibidor da β-lactamase) com penicilinas é muito mais activa contra 
o B. fragilis do que a penicilina isoladamente.27
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Seja qual for a causa ou causas da resistência à penicilina no B. fragilis, todas as estirpes devem ser consideradas como 
provavelmente resistentes.28 As outras estirpes anaeróbias Gram-negativas são provavelmente sensíveis à penicilina, desde que 
sejam β-lactamase negativas.28

PRINCÍPIOS DO PROCEDIMENTO
O disco BD BBL Cefinase está impregnado com a cefalosporina cromogénea, nitrocefin. Este composto exibe uma mudança de cor 
muito rápida de amarelo para vermelho, à medida que a ligação amido no anel beta-lactâmico é hidrolisada por uma β-lactamase. 
Quando uma bactéria produz esta enzima em quantidades significativas, o disco corado de amarelo muda para vermelho na área 
onde foi efectuado um esfregaço do isolado.
Apesar de outras penicilinas e cefalosporinas poderem ser utilizadas como substratos para enzimas específicas, o nitrocefin possui 
o maior espectro de susceptibilidade e sensibilidade de todos os β-lactâmicos disponíveis no mercado. Não é conhecida nenhuma 
reacção com outras enzimas microbianas.29

Cada disco é utilizado para testar a presença de uma β-lactamase numa estirpe bacteriana.

REAGENTES
Discos BD BBL Cefinase impregnados com nitrocefin.

ADVERTÊNCIAS E PRECAUÇÕES:
Para diagnóstico in vitro.
Estes discos não se destinam a ser utilizados em testes de sensibilidade.
Utilizar técnicas assépticas e cumprir as precauções estabelecidas contra perigos microbiológicos em todos os procedimentos. 
Após a utilização e antes de serem eliminadas, esterilize em autoclave as placas preparadas e outros materiais contaminados.
O nitrocefin induz mutações em certas estirpes de bactérias (teste de Ames) e poderá originar sensibilização. Deve ser evitada a 
ingestão, a inalação ou o contacto com a pele ou olhos.
Instruções de armazenamento: Após a recepção, armazenar a embalagem por abrir entre -20 e +8 °C. Após a utilização, 
o cartucho de BD BBL Cefinase deve ser armazenado em qualquer recipiente de vidro, hermético, com dessecante, entre 
-20 e +8 °C. Elimine os discos BD BBL Cefinase restantes 60 dias após a abertura do blister. O prazo de validade do cartucho 
aplica-se apenas aos discos intactos existentes no blister não aberto.
Indicações de deterioração: Não utilize o cartucho se os discos apresentarem uma cor laranja ou vermelha.

COLHEITA E PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS
Este procedimento não deve ser utilizado directamente com amostras clínicas, nem com outras fontes contendo flora microbiana 
mista. As bactérias que vão ser testadas devem primeiro ser isoladas como colónias separadas, através da cultura da amostra em 
placas com meio de cultura apropriado.

PROCEDIMENTO
Material Fornecido: Discos BD BBL Cefinase, 50 discos por cartucho.
Material Necessário Mas Não Fornecido: Reagentes auxiliares, microrganismos de controlo da qualidade e equipamento de 
laboratório necessário para este procedimento.

Procedimento do teste:
1. 	 Utilizando um distribuidor de disco único, distribua o número de discos necessário a partir do cartucho para uma placa de Petri 

vazia ou sobre uma lâmina de microscópio.
2. 	 Humedeça cada um dos discos com uma gota de água purificada.
3. 	 Com uma ansa ou vareta aplicadora esterilizada retire várias colónias semelhantes bem isoladas e faça um esfregaço sobre a 

superfície do disco.
4. 	 Observe o disco relativamente a qualquer alteração da cor.
5. 	 Procedimento alternativo: Utilizando uma pinça, humedeça o disco com uma gota de água purificada e, em seguida, passe a 

pinça ao longo da colónia.
Controlo de qualidade pelo utilizador: As culturas de referência de controlo devem ser analisadas com cada grupo de 
microrganismos desconhecidos. Para serem utilizados como estirpes de teste, são recomendados os seguintes microrganismos:

Estirpe de teste Resultados esperados
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Positivo
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativo

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditação 
europeus e/ou nacionais aplicáveis e com os procedimentos padrão de controlo de qualidade do seu laboratório. É recomendado 
que o utilizador consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este assunto, para obter orientações 
sobre práticas de controlo de qualidade apropriadas.
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RESULTADOS E INTERPRETAÇÃO
Uma reacção positiva será demonstrada por uma mudança de cor amarela para vermelha na área onde a cultura foi aplicada. 
Nota: geralmente, a alteração de cor não se desenvolve em todo o disco. Se o resultado for negativo, não ocorrerá qualquer 
alteração de cor.
Para a maior parte das estirpes bacterianas, desenvolver-se-á um resultado positivo no prazo de 5 min. Contudo, para alguns 
estafilococos, as reacções positivas poderão demorar 1 h para se desenvolver.

Microrganismo Resultado Tempo de reacção aprox. Interpretação
Staphylococcus aureus Positivo 1 h Resistente à penicilina, ampicilina, carbenicilina 

e ticarcilina. Provavelmente sensível à efalotina, 
meticilina, oxacilina, nafcilina e outras penicilinas 
resistentes às penicilinases.*

Haemophilus influenzae Positivo 1 min Resistente à ampicilina. Sensível às cefalosporinas.*
Neisseria gonorrhoeae e 
Moraxella catarrhalis

Positivo 1 min Resistente à penicilina.

Enterococcus faecalis Positivo 5 min Resistente à penicilina e ampicilina.
Bactérias anaeróbias Positivo 30 min Identificação provável de espécies de Bacteroides. 

Provavelmente resistente à penicilina e pode ser 
resistente às cefalosporinas, incluindo a cefotaxima e, 
raramente, a cefoxitina.

*	A sensibilidade deve ser confirmada por testes de sensibilidade dependentes do crescimento.
	 Os resultados negativos implicam mas não garantem a sensibilidade.

LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO
Não está provada a eficácia deste teste na previsão da resistência aos β-lactâmicos de outros microrganismos além de Neisseria 
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, estafilococos, enterococos e de algumas bactérias anaeróbias.
A resistência aos antibióticos β-lactâmicos tem sido referida em raras ocasiões em alguns dos microrganismos acima referidos 
sem a produção de β-lactamases.30,31 Nestes casos, tem sido considerada a hipótese de outros mecanismos de resistência, tais 
como barreiras de permeabilidade. Assim, o teste da β-lactamase deve ser utilizado como um suplemento rápido e não como um 
substituto dos testes de sensibilidade convencionais.
Para algumas estirpes de estafilococos,13 especialmente o S. epidermidis, foi descrita uma β-lactamase indutível, o que poderá 
resultar numa reacção falsa negativa à β-lactamase com uma estirpe que é resistente à penicilina ou à ampicilina.

CARACTERÍSTICAS ESPECÍFICAS DO DESEMPENHO
Num estudo comparativo de quatro métodos para detecção da actividade da β-lactamase em bactérias anaeróbias, foram 
obtidas as seguintes percentagens de concordância com um método padrão utilizando papel de filtro saturado de nitrocefin: 
Cefinase, 100%; cefalosporina piridina-2-azo-p-dimetilanilina, 96%; um disco de penicilinase utilizando como indicador de pH o 
violeta de bromocresol, 72% e a técnica iodométrica em lâmina, 78%.32

APRESENTAÇÃO
NO. de cat.	 Descrição
231650	 BD BBL Cefinase, 50
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Nitrocefin is a product of Glaxo Research; distributed exclusively by BD Diagnostics.
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