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Slovencina

PREDPOKLADANE POUZITIE

Predpokladané pouzitie BD BBL Cefinase diskov je v rychlom testovani izolovanych kolonii Neisseria gonorrhoeae, druh
Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterokokov a anaerébnych baktérii na produkciu B-laktamazy.

SUHRN A VYSVETLENIE

Schopnost istych baktérii tvorit enzymy, ktoré inaktivuju B-laktamoveé antibiotika, t. j. peniciliny a cefalosporiny, je dlho znama.
Abraham a Chain v roku 1940 ako prvi zistili enzymaticku aktivitu v extraktoch Escherichia coli, ktora inaktivovala penicilin.’
Odvtedy bol izolovany velky pocet podobnych enzymov z mnozstva bakterialnych druhov s trocha odliSnymi substratovymi
Specificitami. Niektoré selektivne hydrolyzuju antibiotika z triedy penicilinov (t. j. penicilin G, ampicilin, karbenicilin) a boli nazvané
penicilinazy. Iné selektivne hydrolyzuju antibiotika z triedy cefalosporinov (t. j. cefalotin, cefalexin, cefradin) a boli nazvané
cefalosporinazy. Zatial' ¢o iné enzymy hydrolyzuju aj cefalosporiny, aj peniciliny.2

R6znymi farmaceutickymi spolo€nostami bol vyvinuty velky pocet antibiotik z triedy penicilinov a cefalosporinov s rezistenciou

na B-laktamazu. Jedna skupina zahffia semisyntetické peniciliny; meticilin, oxacilin, nafcilin a iné, ktoré su rezistentné na
penicilinazové enzymy tvorené stafylokokmi.3 Vyvinuty bol aj velky pocet cefalosporinov, u ktorych sa meni stuper rezistencie

na B-laktamazy. Zahfiaju cefalosporiny druhej generacie (cefoxitin, cefamandol a cefuroxim) a cefalosporiny tretej generacie
(cefotaxim, moxalaktam, cefoperazén a iné).4

Na detekciu B-laktamaz bolo vyvinutych niekolko klinickych testov. Tieto testy poskytuju rychlu informaciu naznacujtcu vyvoj
rezistencie. Interpretacia vysledkov B-laktamazového testu musi zvazit senzitivitu testu pre rozliéné triedy B-laktamazovych
enzymov, typov B-laktamaz tvorenych rozliénymi taxonomickymi skupinami organizmov a substratové Specificity rozliénych
B-laktamaz.

Najbeznejsie pouzivané klinické postupy zahffiaju jédometrickii metédu, acidometrickl metédu a paletu chromogénnych
substratov®. Jédometrické a acidometrické testy sa vo v§eobecnosti vykonavaju pouzitim penicilinu ako substratu, preto mézu
detekovat len enzymy, ktoré hydrolyzuju penicilin. Pri jednom z chromogénnych cefalosporinov, PADAC (Calbiochem-Behring),
bola zistena ucinnost pri detekcii najznamejSich B-laktamaz s vynimkou niektorych penicilinaz tvorenych stafylokokmi a niektorych
B-laktamaz tvorenych anaerébnymi baktériami.® Iny chromogénny cefalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), bol G¢inny pri detekcii
vetkych znamych B-laktamaz vratane stafylokokovych penicilinaz.7-9

Pre mnohé taxonomické skupiny organizmov, napr. Enterobacteriaceae, ma B-laktamazovy test mali hodnotu vzhladom na Siroké
spektrum B-laktamazovych enzymov s rozliénymi substratovymi Specificitami, ktoré mézu tvorit’ baktérie v skupine alebo dokonca
v jednom kmeni.10

Pri inych baktériach, napriklad penicilin-rezistentnej Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus aureus'2.13, Moraxella catarrhalis'4
a ampicilin-rezistnom Haemophilus influenzae®9.15, je rezistentnymi kmefimi tvorena len jedna trieda enzymu. B-laktamazovy test
vykonany s tymito organizmami umoznuje predpovedat rezistenciu po primarnej izolacii, 18 — 24 h predtym, nez by boli k dispozicii
vysledky citlivosti zavislé od rastu.

KedZe sa prevalencia enterokokov tvoriacich -laktamazu zda byt mala, malé inokulum méze viest k nezisteniu citlivosti postupmi
testovania a odporuca sa rutinny skrining postupom nitrocefinového disku.16

Pri anaerébnych baktériach je vztah medzi tvorbou B-laktamazy a rezistenciou na B-laktamové antibiotika komplikovany a trocha
podobny ako pri Enterobacteriaceae. B-laktamazy najcastejSie nachadzame pri druhu Bacteroides!?, ale boli podané spravy aj

o B-laktamazu tvoriacich kmerioch Clostridium butyricum, C. perfringens a Fusobacterium sp..18.19 V skupine Bacteroides sa

moze tvorit Siroké spektrum enzymov s rozli¢nou substratovou Specificitou. B-laktamazy, ktoré sa ¢asto nachadzaju pri kmerioch
Prevotella melaninogenica a P. oralis, su zvyGajne $pecifické na peniciliny (penicilinazy)20, zatial ¢o B-laktamazy, ktoré sa ¢asto
nachadzaju v skupine B. fragilis, s cefalosporinazy.2!-22 Siroké spektrum cefalosporinaz bolo opisané v skupine B. fragilis

a zahffaju niektoré velmi aktivne enzymy, ktoré mézu hydrolyzovat niektoré cefalosporiny predtym rezistentné na B-laktamazy ako
cefotaxim.23.24 Boli opisané zriedkavé kmene, ktoré velmi rychlo hydrolyzuju véetky zname B-laktamy vratane cefoxitinu.24.25

Aj ked B-laktamazy tvorené skupinou B. fragilis su najaktivnejSie voci cefalosporinom, vaésina kmerov je rezistentna na penicilin,
karbenicilin a ampicilin v testoch citlivosti zavislych na raste.7:26 Toto zistenie napoveda, Ze skupina B. fragilis mdze byt vnutorne
rezistentna na peniciliny vd'aka faktorom, ako su bariéry permeability?2, alebo Ze B-laktaméaza je tvorena v mnozstvach dostatoénych
na prekonanie relativne slabej rychlosti hydrolyzy enzymu penicilinmi. Dékaz, ktory méa tendenciu podporit napomocnu ulohu
B-laktamazy v rezistencii na peniciliny, sa nachadza v spravach, Ze kombinacia kyseliny klavulanovej (inhibitor B-laktamazy)

a penicilinov je niekolkonasobne aktivnejsia voéi B. fragilis nez samotny penicilin.2?

Cokolvek je priginou alebo spdsobuije rezistenciu na penicilin pri B. fragilis, véetky kmene by sa mali povaZovat za rezistentné.28
Dalsie gramnegativne anaerébne kmene st pravdepodobne citlivé na penicilin, ak st aj negativne na p-laktamazu.28



PRINCIPY POSTUPU

BD BBL Cefinase disky st impregnované chromogénnym cefalosporinom, nitrocefinom. Tato zlozka vyvola velmi rychlo zmenu
farby zo Zltej na Gervenu, ked B-laktamazou hydrolyzovany amid je naviazany na B-laktamovy kruh. Ak baktéria tvori tento enzym
v signifikantnych mnoZstvach, na Zlto sfarbeny disk sa zmeni na Gerveny v oblasti, kde bol potrety izolatom.

Hoci ako substraty pre Specifické enzymy sa mdzu pouZit iné peniciliny a cefalosporiny, nitrocefin ma Siroké spektrum citlivosti

a senzitivitu vo&i komeréne dostupnym B-laktamom. Nie je zname, Ze by reagoval s dal§imi mikrobialnymi enzymami.29

Kazdy disk je pouzity na testovanie jedného bakterialneho kmena na pritomnost 3-laktamazy.

ZLOZENIE (REAGENCIE)
BD BBL Cefinase disky impregnované nitrocefinom.

Upozornenia a bezpeénostné opatrenia:

Pre diagnostiku in vitro.

Tieto disky nie su ur€ené na pouzitie pri testovani citlivosti.

Dodrziavajte zasady aseptickej prace a stanovené bezpecnostné opatrenia vzhfadom na mikrobiologické rizika po¢as celého
postupu. Po pouziti musia byt pripravené platne a dalSie kontaminované materialy pred vyhodenim sterilizované autoklavom.
Nitrocefin indukuje mutécie u niektorych kmerov baktérii (Ames test) a méze byt senzitizujuci. Vyhnite sa pozitiu, inhalacii alebo
kontaktu s koZzou a o¢ami.

Skladovanie: Na predpis, uchovavat neotvorené balenie pri teplote —20 az +8 °C. Po pouziti by sa mal BD BBL Cefinase zasobnik
uchovavat v lubovolnej sklenenej vzduchotesnej nadobe obsahujucej pohlcovaé vihkosti a pri teplote —20 az +8 °C. Zostavajuce
BD BBL Cefinase disky vyhodte 60 dni po otvoreni balenia blistra. Datum expiracie na zasobniku plati len na neporusené disky

v neotvorenom baleni blistra.

Indikacie zhorsenia kvality: Nepouzivajte zasobnik, ak maju disky oranzovu alebo ¢ervenu farbu.

ZBER VZORKY A ZAOBCHADZANIE SO VZORKOU

Nepredpoklada sa, Zze by sa tento postup pouZzil priamo s klinickymi vzorkami alebo dal8imi zdrojmi obsahujucimi zmieSanu
mikrobialnu fléru. Baktérie, ktoré sa maju otestovat, sa musia najprv izolovat a separovat kolénie rozotretim vzorky na prislusné
platne s kultivatnym médiom.

POSTUP

Dodavany material: BD BBL Cefinase disky, 50 diskov na zasobnik.

Potrebny material, ktory nie je dodavany: Pomocné reagencie, organizmy kontroly kvality a laboratérne vybavenie podla
poziadaviek postupu.

Postup vykonania testu:

1. Pomocou rozdelovaca rozdelte pozadovany pocet diskov zo zasobnika na prazdnu Petriho misku alebo na
mikroskopické sklicko.

2. Kazdy disk zvlhéite jednou kvapkou purifikovanej vody.

3. Sterilizovanou slu¢kou alebo aplikacnou ty€inkou odstrarite niekolko dobre izolovanych podobnych kolonii a rozotrite ich na
povrchu disku.

4. Sledujte zmenu farby disku.
5. Alternativny postup: Pouzitim kliesti zvlh¢ite disk jednou kvapkou purifikovanej vody a potom ho otrite o koldniu.

Kontrola kvality pouzivatelom: Kontrolné referencné kultury by sa mali otestovat s kazdou skupinou neznamych. Ako testovace
kmena sa odporuc¢a pouzit nasledujuce organizmy.

Testovaci kmen Ocakavané vysledky
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitivny
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativny

Poziadavky kontroly kvality treba splinit’ v sulade s miestnymi, Statnymi alebo federalnymi predpismi, alebo s poziadavkami
vyplyvajucimi z akreditacie laboratéria, ako aj Standardnymi laboratérnymi postupmi pre kontrolu kvality. Odporu¢ame, aby sa pri
vykonavani kontroly kvality pouzivatel riadil navodmi CLSI a predpismi CLIA.



VYSLEDKY A INTERPRETACIA

Pozitivna reakcia sa prejavi zmenou farby zo Zltej na ¢ervenu v oblasti, kde bola aplikovana kultira. Poznamka: Zmena farby sa
zvy€ajne neobjavi na celom disku. Negativny vysledok sa prejavi tym, Ze nenastane Ziadna zmena farby na disku.

Pri vacsine bakterialnych kmenov sa pozitivny vysledok vyvinie do 5 min. AvSak vyvoj pozitivnych reakcii na niektoré stafylokoky
moze trvat azdo 1 h.

Organizmus Vysledok Priblizny reakény Interpretacia
¢as
Staphylococcus aureus  Pozitivny 1h Rezistentny na penicilin, ampicilin, karbenicilin a tikarcilin.

Pravdepodobne citlivy na cefalotin, meticilin, oxacilin, nafcilin a iné
penicilinaza-rezistentné peniciliny*.

Haemophilus influenzae  Pozitivny 1 min Rezistentny na ampicilin. Citlivy na cefalosporiny*.

Neisseria gonorrhoeae Pozitivny 1 min Rezistentny na penicilin.

a Moraxella catarrhalis

Enterococcus faecalis Pozitivny 5 min Rezistentny na penicilin a ampicilin.

Anaerdbne baktérie Pozitivny 30 min Pravdepodobna identifikacia je druh Bacteroides. Pravdepodobne

rezistentny na penicilin a méze byt rezistentny na cefalosporiny vratane
cefotaximu a zriedkavo cefoxitinu.

* Citlivost by mala byt potvrdena testmi citlivosti zavislymi od rastu.
Negativne vysledky sa berd do Uvahy, ale nerucia za citlivost.

OBMEDZENIA METODY

Uginnost tohto testu v uréovani B-laktdmovej rezistencie mikrooranizmov inych nez Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, stafylokoky, enterokoky a isté anaerébne baktérie nebola overena.

Rezistencia na B-laktamové antibiotika sa zriedka zaznamenala pri niektorych z vy§Sie menovanych organizmov bez tvorby
B-laktam&z.30.31 V/ tychto pripadoch sa predpokladaju mechanizmy rezistencie ako bariéry permeability. Preto by sa B-laktamazovy
test mal pouzivat ako rychla podpora, a nie nahrada za konvencéné testy citlivosti.

Pri niektorych stafylokokovych kmerioch'3, obzvlast S. epidermidis, bola opisana indukovatelna B-laktamaza, ktora moze
sposobovat faloSne negativu B-laktamazovu reakciu s kmefiom, ktory je rezistentny na penicilin alebo ampicilin.

SPECIFICKE VLASTNOSTI EFEKTIVITY

V porovnavacich stadiach Styroch metdd na detekciu aktivity B-laktamazy anaerébnych baktérii boli ziskané nasledovné percenta
zhody so ,Standardom* pri pouziti nitrocefinom napusteného filtracného papiera: Cefinase, 100 %; pyridine-2-azo-p-dimethylanilin
cephalosporin, 96 %; penicilinazovy disk pouzitim bromkrezolového purpurového pH indikatora, 72 %; plathova jédometricka
technika, 78 %.32

DOSTUPNOS
Kat. ¢islo  Opis
231650 BD BBL Cefinase, 50
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