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PREDPOKLADANÉ POUŽITIE
Predpokladané použitie BD BBL Cefinase diskov je v rýchlom testovaní izolovaných kolónií Neisseria gonorrhoeae, druh 
Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterokokov a anaeróbnych baktérií na produkciu β-laktamázy.

SÚHRN A VYSVETLENIE
Schopnosť istých baktérií tvoriť enzýmy, ktoré inaktivujú β-laktámové antibiotiká, t. j. penicilíny a cefalosporíny, je dlho známa. 
Abraham a Chain v roku 1940 ako prví zistili enzymatickú aktivitu v extraktoch Escherichia coli, ktorá inaktivovala penicilín.1 
Odvtedy bol izolovaný veľký počet podobných enzýmov z množstva bakteriálnych druhov s trocha odlišnými substrátovými 
špecificitami. Niektoré selektívne hydrolyzujú antibiotiká z triedy penicilínov (t. j. penicilín G, ampicilín, karbenicilín) a boli nazvané 
penicilinázy. Iné selektívne hydrolyzujú antibiotiká z triedy cefalosporínov (t. j. cefalotín, cefalexín, cefradín) a boli nazvané 
cefalosporinázy. Zatiaľ čo iné enzýmy hydrolyzujú aj cefalosporíny, aj penicilíny.2

Rôznymi farmaceutickými spoločnosťami bol vyvinutý veľký počet antibiotík z triedy penicilínov a cefalosporínov s rezistenciou 
na β-laktamázu. Jedna skupina zahŕňa semisyntetické penicilíny; meticilín, oxacilín, nafcilín a iné, ktoré sú rezistentné na 
penicilinázové enzýmy tvorené stafylokokmi.3 Vyvinutý bol aj veľký počet cefalosporínov, u ktorých sa mení stupeň rezistencie 
na β-laktamázy. Zahŕňajú cefalosporíny druhej generácie (cefoxitín, cefamandol a cefuroxim) a cefalosporíny tretej generácie 
(cefotaxim, moxalaktam, cefoperazón a iné).4

Na detekciu β-laktamáz bolo vyvinutých niekoľko klinických testov. Tieto testy poskytujú rýchlu informáciu naznačujúcu vývoj 
rezistencie. Interpretácia výsledkov β-laktamázového testu musí zvážiť senzitivitu testu pre rozličné triedy β-laktamázových 
enzýmov, typov β-laktamáz tvorených rozličnými taxonomickými skupinami organizmov a substrátové špecificity rozličných 
β-laktamáz.
Najbežnejšie používané klinické postupy zahŕňajú jódometrickú metódu, acidometrickú metódu a paletu chromogénnych 
substrátov5. Jódometrické a acidometrické testy sa vo všeobecnosti vykonávajú použitím penicilínu ako substrátu, preto môžu 
detekovať len enzýmy, ktoré hydrolyzujú penicilín. Pri jednom z chromogénnych cefalosporínov, PADAC (Calbiochem-Behring), 
bola zistená účinnosť pri detekcii najznámejších β-laktamáz s výnimkou niektorých penicilináz tvorených stafylokokmi a niektorých 
β-laktamáz tvorených anaeróbnymi baktériami.6 Iný chromogénny cefalosporín, nitrocefin (Glaxo Research), bol účinný pri detekcii 
všetkých známych β-laktamáz vrátane stafylokokových penicilináz.7-9

Pre mnohé taxonomické skupiny organizmov, napr. Enterobacteriaceae, má β-laktamázový test malú hodnotu vzhľadom na široké 
spektrum β-laktamázových enzýmov s rozličnými substrátovými špecificitami, ktoré môžu tvoriť baktérie v skupine alebo dokonca 
v jednom kmeni.10

Pri iných baktériách, napríklad penicilín-rezistentnej Neisseria gonorrhoeae11, Staphylococcus aureus12,13, Moraxella catarrhalis14 
a ampicilín-rezistnom Haemophilus influenzae5,9,15, je rezistentnými kmeňmi tvorená len jedna trieda enzýmu. β-laktamázový test 
vykonaný s týmito organizmami umožňuje predpovedať rezistenciu po primárnej izolácii, 18 – 24 h predtým, než by boli k dispozícii 
výsledky citlivostí závislé od rastu.
Keďže sa prevalencia enterokokov tvoriacich β-laktamázu zdá byť malá, malé inokulum môže viesť k nezisteniu citlivosti postupmi 
testovania a odporúča sa rutinný skríning postupom nitrocefínového disku.16

Pri anaeróbnych baktériách je vzťah medzi tvorbou β-laktamázy a rezistenciou na β-laktámové antibiotiká komplikovaný a trocha 
podobný ako pri Enterobacteriaceae. β-laktamázy najčastejšie nachádzame pri druhu Bacteroides17, ale boli podané správy aj 
o β-laktamázu tvoriacich kmeňoch Clostridium butyricum, C. perfringens a Fusobacterium sp..18,19 V skupine Bacteroides sa 
môže tvoriť široké spektrum enzýmov s rozličnou substrátovou špecificitou. β-laktamázy, ktoré sa často nachádzajú pri kmeňoch 
Prevotella melaninogenica a P. oralis, sú zvyčajne špecifické na penicilíny (penicilinázy)20, zatiaľ čo β-laktamázy, ktoré sa často 
nachádzajú v skupine B. fragilis, sú cefalosporinázy.21,22 Široké spektrum cefalosporináz bolo opísané v skupine B. fragilis 
a zahŕňajú niektoré veľmi aktívne enzýmy, ktoré môžu hydrolyzovať niektoré cefalosporíny predtým rezistentné na β-laktamázy ako 
cefotaxim.23,24 Boli opísané zriedkavé kmene, ktoré veľmi rýchlo hydrolyzujú všetky známe β-laktámy vrátane cefoxitínu.24,25

Aj keď β-laktamázy tvorené skupinou B. fragilis sú najaktívnejšie voči cefalosporínom, väčšina kmeňov je rezistentná na penicilín, 
karbenicilín a ampicilín v testoch citlivosti závislých na raste.17,26 Toto zistenie napovedá, že skupina B. fragilis môže byť vnútorne 
rezistentná na penicilíny vďaka faktorom, ako sú bariéry permeability22, alebo že β-laktamáza je tvorená v množstvách dostatočných 
na prekonanie relatívne slabej rýchlosti hydrolýzy enzýmu penicilínmi. Dôkaz, ktorý má tendenciu podporiť nápomocnú úlohu 
β-laktamázy v rezistencii na penicilíny, sa nachádza v správach, že kombinácia kyseliny klavulánovej (inhibítor β-laktamázy) 
a penicilínov je niekoľkonásobne aktívnejšia voči B. fragilis než samotný penicilín.27

Čokoľvek je príčinou alebo spôsobuje rezistenciu na penicilín pri B. fragilis, všetky kmene by sa mali považovať za rezistentné.28 
Ďalšie gramnegatívne anaeróbne kmene sú pravdepodobne citlivé na penicilín, ak sú aj negatívne na β-laktamázu.28
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PRINCÍPY POSTUPU
BD BBL Cefinase disky sú impregnované chromogénnym cefalosporínom, nitrocefínom. Táto zložka vyvolá veľmi rýchlo zmenu 
farby zo žltej na červenú, keď β-laktamázou hydrolyzovaný amid je naviazaný na β-laktámový kruh. Ak baktéria tvorí tento enzým 
v signifikantných množstvách, na žlto sfarbený disk sa zmení na červený v oblasti, kde bol potretý izolátom.
Hoci ako substráty pre špecifické enzýmy sa môžu použiť iné penicilíny a cefalosporíny, nitrocefín má široké spektrum citlivosti 
a senzitivitu voči komerčne dostupným β-laktámom. Nie je známe, že by reagoval s ďalšími mikrobiálnymi enzýmami.29

Každý disk je použitý na testovanie jedného bakteriálneho kmeňa na prítomnosť β-laktamázy.

ZLOŽENIE (REAGENCIE)
BD BBL Cefinase disky impregnované nitrocefínom.

Upozornenia a bezpečnostné opatrenia:
Pre diagnostiku in vitro.
Tieto disky nie sú určené na použitie pri testovaní citlivosti.
Dodržiavajte zásady aseptickej práce a stanovené bezpečnostné opatrenia vzhľadom na mikrobiologické riziká počas celého 
postupu. Po použití musia byť pripravené platne a ďalšie kontaminované materiály pred vyhodením sterilizované autoklávom.
Nitrocefín indukuje mutácie u niektorých kmeňov baktérií (Ames test) a môže byť senzitizujúci. Vyhnite sa požitiu, inhalácii alebo 
kontaktu s kožou a očami.
Skladovanie: Na predpis, uchovávať neotvorené balenie pri teplote −20 až +8 °C. Po použití by sa mal BD BBL Cefinase zásobník 
uchovávať v ľubovoľnej sklenenej vzduchotesnej nádobe obsahujúcej pohlcovač vlhkosti a pri teplote −20 až +8 °C. Zostávajúce 
BD BBL Cefinase disky vyhoďte 60 dní po otvorení balenia blistra. Dátum expirácie na zásobníku platí len na neporušené disky 
v neotvorenom balení blistra.
Indikácie zhoršenia kvality: Nepoužívajte zásobník, ak majú disky oranžovú alebo červenú farbu.

ZBER VZORKY A ZAOBCHÁDZANIE SO VZORKOU
Nepredpokladá sa, že by sa tento postup použil priamo s klinickými vzorkami alebo ďalšími zdrojmi obsahujúcimi zmiešanú 
mikrobiálnu flóru. Baktérie, ktoré sa majú otestovať, sa musia najprv izolovať a separovať kolónie rozotretím vzorky na príslušné 
platne s kultivačným médiom.

POSTUP
Dodávaný materiál: BD BBL Cefinase disky, 50 diskov na zásobník.
Potrebný materiál, ktorý nie je dodávaný: Pomocné reagencie, organizmy kontroly kvality a laboratórne vybavenie podľa 
požiadaviek postupu.

Postup vykonania testu:
1.  Pomocou rozdeľovača rozdeľte požadovaný počet diskov zo zásobníka na prázdnu Petriho misku alebo na 

mikroskopické sklíčko.
2.  Každý disk zvlhčite jednou kvapkou purifikovanej vody.
3.  Sterilizovanou slučkou alebo aplikačnou tyčinkou odstráňte niekoľko dobre izolovaných podobných kolónií a rozotrite ich na 

povrchu disku.
4.  Sledujte zmenu farby disku.
5.  Alternatívny postup: Použitím klieští zvlhčite disk jednou kvapkou purifikovanej vody a potom ho otrite o kolóniu.
Kontrola kvality používateľom: Kontrolné referenčné kultúry by sa mali otestovať s každou skupinou neznámych. Ako testovače 
kmeňa sa odporúča použiť nasledujúce organizmy.

Testovací kmeň Očakávané výsledky
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitívny
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negatívny

Požiadavky kontroly kvality treba splniť v súlade s miestnymi, štátnymi alebo federálnymi predpismi, alebo s požiadavkami 
vyplývajúcimi z akreditácie laboratória, ako aj štandardnými laboratórnymi postupmi pre kontrolu kvality. Odporúčame, aby sa pri 
vykonávaní kontroly kvality používateľ riadil návodmi CLSI a predpismi CLIA.
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VÝSLEDKY A INTERPRETÁCIA
Pozitívna reakcia sa prejaví zmenou farby zo žltej na červenú v oblasti, kde bola aplikovaná kultúra. Poznámka: Zmena farby sa 
zvyčajne neobjaví na celom disku. Negatívny výsledok sa prejaví tým, že nenastane žiadna zmena farby na disku.
Pri väčšine bakteriálnych kmeňov sa pozitívny výsledok vyvinie do 5 min. Avšak vývoj pozitívnych reakcií na niektoré stafylokoky 
môže trvať až do 1 h.

Organizmus Výsledok Približný reakčný 
čas

Interpretácia

Staphylococcus aureus Pozitívny 1 h Rezistentný na penicilín, ampicilín, karbenicilín a tikarcilín. 
Pravdepodobne citlivý na cefalotín, meticilín, oxacilín, nafcilín a iné 
penicilináza-rezistentné penicilíny*.

Haemophilus influenzae Pozitívny 1 min Rezistentný na ampicilín. Citlivý na cefalosporíny*.
Neisseria gonorrhoeae 
a Moraxella catarrhalis

Pozitívny 1 min Rezistentný na penicilín.

Enterococcus faecalis Pozitívny 5 min Rezistentný na penicilín a ampicilín.
Anaeróbne baktérie Pozitívny 30 min Pravdepodobná identifikácia je druh Bacteroides. Pravdepodobne 

rezistentný na penicilín a môže byť rezistentný na cefalosporíny vrátane 
cefotaximu a zriedkavo cefoxitinu.

* Citlivosť by mala byť potvrdená testmi citlivosti závislými od rastu.
 Negatívne výsledky sa berú do úvahy, ale neručia za citlivosť.

OBMEDZENIA METÓDY
Účinnosť tohto testu v určovaní β-laktámovej rezistencie mikrooranizmov iných než Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus 
influenzae, Moraxella catarrhalis, stafylokoky, enterokoky a isté anaeróbne baktérie nebola overená.
Rezistencia na β-laktámové antibiotiká sa zriedka zaznamenala pri niektorých z vyššie menovaných organizmov bez tvorby 
β-laktamáz.30,31 V týchto prípadoch sa predpokladajú mechanizmy rezistencie ako bariéry permeability. Preto by sa β-laktamázový 
test mal používať ako rýchla podpora, a nie náhrada za konvenčné testy citlivosti.
Pri niektorých stafylokokových kmeňoch13, obzvlášť S. epidermidis, bola opísaná indukovateľná β-laktamáza, ktorá môže 
spôsobovať falošne negatívu β-laktamázovú reakciu s kmeňom, ktorý je rezistentný na penicilín alebo ampicilín.

ŠPECIFICKÉ VLASTNOSTI EFEKTIVITY
V porovnávacích štúdiách štyroch metód na detekciu aktivity β-laktamázy anaeróbnych baktérií boli získané nasledovné percentá 
zhody so „štandardom“ pri použití nitrocefínom napusteného filtračného papiera: Cefinase, 100 %; pyridíne-2-azo-p-dimethylanilín 
cephalosporín, 96 %; penicilinázový disk použitím bromkrezolového purpurového pH indikátora, 72 %; platňová jódometrická 
technika, 78 %.32

DOSTUPNOS
Kat. číslo Opis
231650  BD BBL Cefinase, 50
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Prehľad zmien
Revízia Dátum História zmien

(03) 2018-09 Aktualizácia formátovania.

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)
ΕΕΕΕ-MM-HH / ΕΕΕΕ-MM (MM = τέλος του μήνα)
AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fin del mes)
AAAA-KK-PP / AAAA-KK (KK = kuu lõpp)
AAAA-MM-JJ / AAAA-MM (MM = fin du mois)
GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj mjeseca)
ÉÉÉÉ-HH-NN / ÉÉÉÉ-HH (HH = hónap utolsó napja)
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Nitrocefin is a product of Glaxo Research; distributed exclusively by BD Diagnostics.
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