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UTILIZARE SPECIFICĂ
BD BBL Cefinase discs (discuri) sunt destinate utilizării în testarea rapidă a producerii β-lactamazei de către coloniile izolate de 
Neisseria gonorrhoeae, de specii de Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterococi şi bacterii anaerobe.

REZUMAT ŞI EXPLICAŢII
Capacitatea anumitor bacterii de a produce enzime care inactivează antibioticele β-lactamice, de exemplu, penicilinele şi 
cefalosporinele este cunoscută de mult timp. În 1940, Abraham şi Chain au fost primii care au recunoscut în extracte de Escherichia 
coli o activitate enzimatică care inactiva penicilina.1 De atunci, un număr mare de enzime similare au fost izolate din mai multe 
specii bacteriene cu specificităţi de substrat uşor diferite. Unele dintre acestea hidrolizează selectiv agenţi antimicrobieni din clasa 
penicilinei (de exemplu, penicilina G, ampicilina, carbenicilina) şi sunt descrise drept penicilinaze. Altele hidrolizează selectiv agenţi 
antimicrobieni din clasa cefalosporinei (de exemplu, cefalotinul, cefalexinul, cefradinul) şi sunt descrise drept cefalosporinaze. Iar 
alte enzime hidrolizează atât cefalosporinele, cât şi penicilinele.2

Un număr mare de agenţi antimicrobieni din clasa penicilinei şi cefalosporinei rezistenţi la β-lactamază a fost dezvoltat de diferite 
companii farmaceutice. Unul dintre grupuri include penicilinele semisintetice; meticilina, oxacilina, nafcilina şi altele, care sunt 
rezistente la enzimele penicilinaze produse de stafilococi.3 De asemenea, a fost dezvoltat un număr mare de cefalosporine care au 
grade diferite de rezistenţă la β-lactamaze. Printre acestea se numără cefalosporinele de generaţia a doua (cefoxitin, cefamandol şi 
cefuroxim) şi cefalosporinele de generaţia a treia (cefotaxim, moxalactam, cefoperazonă şi altele).4

Pentru detectarea β-lactamazelor au fost dezvoltate mai multe teste clinice. Aceste teste furnizează rapid informaţii predictive cu 
privire la dezvoltarea rezistenţei. Interpretarea rezultatelor testelor de β-lactamază trebuie să aibă în vedere sensibilitatea testului 
la diferite clase de β-lactamaze, tipurile de β-lactamaze produse de diferite grupuri taxonomice de organisme şi specificităţile de 
substrat ale diferitelor β-lactamaze.
Procedurile clinice cele mai utilizate includ metoda iodometrică, metoda acidometrică şi o gamă largă de substraturi cromogenice.5 
Testele iodometrice şi acidometrice sunt efectuate în general folosind penicilina drept substrat şi, prin urmare, pot detecta doar 
enzime care hidrolizează penicilina. S-a demonstrat că una dintre cefalosporinele cromogenice, PADAC (Calbiochem-Behring) este 
eficientă în detectarea celor mai multe dintre β-lactamazele cunoscute, cu excepţia unora dintre penicilinele produse de stafilococi 
şi a unor β-lactamaze produse de bacterii anaerobe.6 S-a demonstrat că o altă cefalosporină cromogenică, nitrocefinul (Glaxo 
Research), este eficientă în detectarea tuturor β-lactamazelor cunoscute, inclusiv a penicilinazelor stafilococice.7-9

Pentru multe grupuri taxonomice de organisme, de exemplu, Enterobacteriaceae, testul de β-lactamază are importanţă redusă, 
deoarece o varietate de enzime β-lactamaze cu specificităţi de substrat diferite pot fi produse în cadrul grupului sau chiar în cadrul 
unei singure tulpini.10

La alte bacterii, de exemplu, Neisseria gonorrhoeae11 rezistente la penicilină, Staphylococcus aureus,12,13 Moraxella catarrhalis14 
şi Haemophilus influenzae 5,9,15 rezistente la penicilină, tulpinile rezistente produc doar o singură clasă de enzime. Testul de 
β-lactamază efectuat pe aceste organisme permite estimarea rezistenţei imediat după izolarea primară, cu 18–24 de ore înaintea 
obţinerii rezultatelor testelor de sensibilitate bazate pe creştere.
Chiar dacă prevalenţa enterococilor producători de β-lactamaze pare redusă, un inocul mic poate avea drept rezultat 
nedetectarea unor tulpini prin procedurile de testare a sensibilităţii. Prin urmare, se recomandă screening-ul de rutină prin 
procedura cu discuri cu nitrocefin.16

În cazul bacteriilor anaerobice, relaţia dintre producerea β-lactamazei şi rezistenţa la agenţi antimicrobieni β-lactamici este complexă 
şi oarecum similară cu a speciilor Enterobacteriaceae. β-lactamazele se găsesc cel mai frecvent în speciile Bacteroides.17 Totuşi, 
au fost raportate tulpini de Clostridium butyricum, C. perfringens şi Fusobacterium sp.18,19 producătoare de β-lactamaze. În cadrul 
grupului Bacteroides poate fi produsă o gamă largă de enzime cu diferite specificităţi de substrat. β-lactamazele găsite frecvent 
în tulpini de Prevotella melaninogenica şi P. oralis sunt, de obicei, specifice penicilinelor (penicilinaze),20 în timp ce β-lactamazele 
găsite frecvent în grupul B. fragilis sunt cefalosporinaze.21,22 O varietate de cefalosporinaze a fost raportată în grupul B. fragilis şi 
include câteva enzime foarte active, care pot hidroliza unele dintre cefalosporinele considerate rezistente la β-lactamază, precum 
cefotaximul.23,24 Au fost raportate tulpini rare care hidrolizează rapid toţi β-lactamii cunoscuţi, inclusiv cefoxitinul.24,25

Deşi β-lactamazele produse de grupul B. fragilis sunt cele mai active împotriva cefalosporinelor, s-a descoperit că cele mai multe 
tulpini sunt rezistente la penicilină, carbenicilină şi ampicilină în teste de sensibilitate bazate pe creştere.17,26 Această descoperire 
sugerează faptul că grupul B. fragilis ar putea fi intrinsec rezistent la peniciline prin factori cum ar fi barierele de permeabilitate22 sau 
că β-lactamaza este produsă în cantităţi suficiente pentru a face faţă vitezei relativ mici de hidroliză a penicilinelor de către enzimă. 
Dovezi care tind să susţină un rol auxiliar pentru β-lactamază în rezistenţa la peniciline se găsesc în rapoarte conform cărora 
combinaţia de acid clavulanic (un inhibitor al β-lactamazei) şi peniciline este cu mult mai activă asupra B. fragilis decât penicilina 
utilizată singură.27

Indiferent de cauza sau cauzele rezistenţei la penicilină a B. fragilis, toate tulpinile ar trebui considerate potenţial rezistente.28 
Celelalte tulpini anaerobe gram-negative sunt probabil sensibile la penicilină atâta timp cât sunt β-lactamazo-negative.28
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PRINCIPIILE PROCEDURII
Discul BD BBL Cefinase este impregnat cu cefalosporina cromogenică, nitrocefin. Acest compus prezintă o schimbare a culorii 
foarte rapidă, de la galben la roşu, deoarece legătura amidică a ciclului β-lactam este hidrolizată de o β-lactamază. Atunci când o 
bacterie produce această enzimă în cantităţi semnificative, discul colorat în galben devine roşu în zona în care este aplicat izolatul.
Deşi alte peniciline şi cefalosporine pot fi folosite drept substraturi pentru anumite enzime, nitrocefinul are spectrul larg de 
sensibilitate al β-lactamilor disponibili în comerţ. Nu se cunoaşte despre acesta faptul că reacţionează cu alte enzime microbiene.29

Fiecare disc este folosit pentru testarea prezenţa β-lactamazei în cadrul unei tulpini bacteriene.

REACTIVI
BD BBL Cefinase discs impregnate cu nitrocefin.

Avertismente şi precauţii:
În scopul diagnosticului in vitro.
Aceste discuri nu sunt destinate utilizării în testarea sensibilităţii. 
În timpul tuturor procedurilor, respectaţi tehnicile de asepsie şi precauţiile stabilite împotriva riscurilor microbiologice. După utilizare, 
plăcile pregătite şi alte materiale contaminate trebuie sterilizate prin autoclavare, înainte de a fi aruncate.
Nitrocefinul este mutagen pentru anumite tulpini de bacterii (testul Ames) şi poate fi sensibilizant. Evitaţi ingerarea, inhalarea sau 
contactul cu pielea sau ochii.
Instrucţiuni de depozitare: La recepţie, depozitaţi pachetul nedeschis la -20 până la +8° C. După utilizare, cartuşul 
BD BBL Cefinase trebuie depozitat într-un recipient de sticlă etanş la aer, conţinând agent deshidratant, la temperaturi de -20 până 
la +8° C. Aruncaţi discurile BD BBL Cefinase rămase după 60 de zile de la deschiderea blisterului. Termenul de valabilitate de pe 
cartuş se referă doar la discurile intacte din blistere nedeschise.
Semne de deteriorare: Nu folosiţi cartuşul dacă discurile sunt de culoare portocalie sau roşie.

COLECTAREA ŞI MANIPULAREA PROBELOR
Această procedură nu se va utiliza direct cu probe clinice sau cu alte surse conţinând floră microbiană mixtă. Bacteriile care vor fi 
testate trebuie să fie mai întâi izolate sub formă de colonii separate, prin însămânţarea probei pe plăci cu medii de cultură adecvate.

PROCEDURA
Materiale furnizate: BD BBL Cefinase discs, 50 de discuri per cartuş.
Materiale necesare, dar nefurnizate: Reactivi auxiliari, organisme pentru controlul de calitate şi echipamentul de laborator necesar 
pentru procedură.

Procedura de testare:
1.   Folosind un distribuitor pentru un singur disc, distribuiţi numărul necesar de discuri din cartuş pe un vas Petri gol sau pe o 

lamelă de microscop.
2.   Umeziţi fiecare disc cu o picătură de apă purificată.
3.   Cu ajutorul unei anse sau al unui aplicator sterilizat, prelevaţi mai multe colonii similare bine izolate şi aplicaţi-le prin întindere 

pe suprafaţa unui disc.
4.   Urmăriţi schimbarea culorii discului.
5.   Procedură alternativă: Cu ajutorul forcepsului, umeziţi fiecare disc cu o picătură de apă purificată, apoi atingeţi cu acesta colonia.

Controlul calităţii efectuat de utilizator: Includeţi culturi martori de referinţă trebuie în fiecare grup de necunoscute. Următoarele 
organisme sunt recomandate pentru utilizare ca tulpini de test.

Tulpină testată Rezultate estimate
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitiv
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativ

Cerinţele controlului de calitate trebuie îndeplinite conform reglementărilor locale, naţionale şi/sau federale în vigoare sau cerinţelor 
de acreditare şi procedurilor de laborator standard pentru controlul de calitate. Se recomandă ca utilizatorul să apeleze la ghidurile 
adecvate CLSI şi reglementările CLIA pentru tehnici adecvate ale controlului de calitate.

REZULTATE ŞI INTERPRETARE
O reacţie pozitivă va prezenta o schimbare a culorii de la galben la roşu în zona în care a fost aplicată cultura. Notă: schimbările de 
culoare nu se produc de obicei pe întregul disc. Un rezultat negativ se traduce prin absenţa schimbării culorii pe disc.
Pentru cele mai multe tulpini bacteriene, un rezultat pozitiv va apărea în interval de 5 min. Totuşi, pentru anumiţi stafilococi poate 
dura până la 1 oră pentru dezvoltarea reacţiilor pozitive.
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Organism Rezultat Durată aprox. 
de reacţie Interpretare

Staphylococcus aureus Pozitiv
1 h

Rezistent la penicilină, ampicilină, carbenicilină şi ticarcilină. Sensibilitate 
probabilă la cefalotin, meticilină, oxacilină, nafcilină şi la alte peniciline 
rezistente la penicilinază.*

Haemophilus influenzae Pozitiv 1 min Rezistent la ampicilină. 
Sensibil la cefalosporine.*

Neisseria gonorrhoeae şi 
Moraxella catarrhalis

Pozitiv 1 min Rezistent la penicilină.

Enterococcus faecalis Pozitiv 5 min Rezistent la penicilină şi ampicilină.
Bacterii anaerobe Pozitiv 30 min Identificare probabilă: specia Bacteroides. Rezistenţă probabilă la penicilină şi 

rezistenţă posibilă la cefalosporine, inclusiv la cefotaxim şi mai rar la cefoxitin.

* Sensibilitatea trebuie confirmată prin teste de sensibilitate bazate pe creştere.
  Rezultatele negative sugerează, însă nu garantează sensibilitatea.

LIMITĂRILE PROCEDURII
Eficienţa acestui test în estimarea rezistenţei la β-lactam a altor organisme în afară de Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus 
influenzae, Moraxella catarrhalis, stafilococi, enterococi şi anumite bacterii anaerobe este nedemonstrată.
În rare cazuri a fost raportată rezistenţa la antibioticele β-lactamice a unora dintre organismele de mai sus fără producerea 
β-lactamazelor.30,31 În aceste cazuri au fost postulate mecanismele de rezistenţă de tipul barierelor de permeabilitate. Prin urmare, 
testul de β-lactamază trebuie utilizat ca o completare rapidă şi nu ca înlocuitor pentru testarea convenţională a sensibilităţii.
Pentru anumite tulpini de stafilococi,13 în special S. epidermidis, a fost descrisă o β-lactamază inductivă, care ar putea avea ca 
rezultat o reacţie fals negativă a β-lactamazei cu o tulpină rezistentă la penicilină sau ampicilină.

CARACTERISTICI SPECIFICE DE PERFORMANŢĂ
Într-un studiu comparativ cu patru metode pentru detectarea activităţii β-lactamazei la bacteriile anaerobe s-au obţinut 
următoarele procentaje de concordanţă cu un „standard” utilizând hârtie de filtru îmbibată cu nitrocefin: Cefinase, 100%; 
piridină-2-azo-p-dimetilanilină cefalosporină, 96%; un disc de penicilinază utilizând purpură de bromcrezol ca indicator de pH, 72%; 
metoda iodometrică pe lamelă, 78%.32

DISPONIBILITATE

Nr. cat. Descriere
231650  BD BBL Cefinase, 50
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