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UCEL POUZITI
Terc¢iky BD BBL Cefinase jsou uréeny pro rychlé testovani izolovanych kolonii Neisseria gonorrhoeae, druh Staphylococcus,
Haemophilus influenzae, enterokokl a anaerobnich bakterii na schopnost produkovat B-laktamazu.

SOUHRN A VYSVETLENI

Schopnost jistych bakterii produkovat enzymy, které inaktivuji B-laktamova antibiotika, tj. penicilin a cefalosporin, je uz dlouho
znama. V roce 1940 Abraham a Chain poprvé zaznamenali ve vytazcich Escherichia coli enzymatickou aktivitu, ktera inaktivovala
penicilin.! Od té doby bylo z fady bakterialnich druht izolovano zna¢né mnozstvi podobnych enzymu s trochu odlisnymi
substratovymi specificnostmi. Nékteré selektivné hydrolyzuji antibiotika penicilinové tfidy (tj. penicilin G, ampicilin, karbenicilin)

a byly oznaceny jako penicilinazy. DalSi selektivné hydrolyzuji antibiotika cefalosporinové tfidy (ij. cefalotin, cefalexin, cefradin)

a byly oznaceny jako cefalosporindzy. Zatimco jiné enzymy hydrolyzuiji jak cefalosporiny, tak peniciliny.2

Rzné farmaceutické spole¢nosti vyvinuly rozsahlé mnozstvi antibiotik penicilinové a cefalosporinové tfidy s rezistenci na
B-laktamazu. Do jedné skupiny spadaji polosyntetické peniciliny; meticilin, oxacilin, nafcilin a dalsi, které jsou odoIné vici
penicilinazovym enzymtm vytvarenym stafylokoky.3 Bylo také vyvinuto velké mnozstvi cefalosporin(i s rozdilnymi stupni odolnosti
vuci B-laktamazam. Patfi mezi né cefalosporiny druhé generace (cefoxitin, cefamandol a cefuroxim) a cefalosporiny tfeti generace
(cefotaxim, moxalaktam, cefoperazon a dalsi).4

Pro zjistovani B-laktamaz bylo vytvofeno nékolik klinickych testl. Tyto testy poskytuji rychle informace o predpokladaném vyvoiji
rezistence. Pfi interpretovani vysledku testu na B-laktamazu je nutné zvazit: citlivost testu na rozdilné tfidy B-laktamazovych
enzymd, druhy B-laktamaz vytvarenych rozdilnymi taxonomickymi skupinami organizmt a substratové specifiénosti rozdilnych
B-laktamaz.

Mezi nej€astéji vyuzivané klinické procedury patfi jodometricka metoda, acidometricka metoda a mnozstvi chromogennich
substrat(1.5 Pfi jodometrickych a acidometrickych testech se obvykle coby substrat pouziva penicilin a tyto testy proto detekuji pouze
enzymy, které hydrolyzuji penicilin. U jednoho z chromogennich cefalosporint, PADAC (Calbiochem-Behring), byla zji§téna ucinnost
pfi detekci nejznaméjsich B-laktamaz s vyjimkou nékterych penicilinaz vytvarenych stafylokoky a nékterych p-laktamaz vytvarenych
anaerobnimi bakteriemi.® Dal$i chromogenni cefalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), se ukazal byt efektivnim pfi zjistovani véech
znamych B-laktamaz véetné stafylokokovych penicilinaz.7-2

U mnoha taxonomickych skupin mikroorganismu, napfiklad Enterobacteriaceae, nema test na -laktamazu pfiliSny vyznam,
protoze v jedné skupiné&, nebo dokonce v jednom kmeni mohou byt vytvafeny riznorodé p-laktamazové enzymy s rozdilnymi
substratovymi specifi¢nostmi.0

U jinych bakterii, jako jsou napfiklad vuci penicilinu rezistentni Neisseria gonorrhoeae', Staphylococcus aureus'2:13, Moraxella
catarrhalis'4 a vi¢i ampicilinu rezistentni Haemophilus influenzae 59.15, je rezistentnimi kmeny vytvafena pouze jedna tfida enzymu.
Test na B-laktamazu vykonany u téchto mikroorganismd umozniuje predpovéd rezistentnosti bezprostfedné po primarni izolaci,
18-24 h pred tim, nez by byly k dispozici vysledky citlivosti stanovované podle ristu.

Ackoliv vyskyt enterokokl vytvarejici B-laktamazu se jevi jako maly, chudé inokulum mize mit za nasledek, Ze kmeny projdou
testovanim nachylnosti nezjistény a doporucuje se bézné testovani procedurou nitrocefinového terciku.16

U anaerobnich bakterii je vztah mezi produkci B-laktamazy a rezistenci na B-laktamova antibiotika komplikovany a do jisté

miry podobny jako u Enterobacteriaceae. B-laktamazy se nej¢astéji vyskytuji u druhu Bacteroides!?, byly véak zaznamenany
B-laktamazu vytvarejici kmeny Clostridium butyricum, C. perfringens a Fusobacterium sp.18.19 Ve skupiné Bacteroides mUze byt
vytvareno mnozstvi rdznych enzymu s rozdilnymi substratovymi specificnostmi. B-laktamazy ¢asto nachazené u kment Prevotella
melaninogenica a P. oralis jsou obvykle specifické pro peniciliny (penicilindzy)20, kdezto B-laktamazy ¢asto nalézané u skupiny

B. fragilis jsou cefalosporinazy.21.22 Skupina B. fragilis je znama pro mnozstvi riznych cefalosporinaz, do kterych patfi jisté velmi
aktivni enzymy schopné hydrolyzovat nékteré z udajné vuci B-laktamaze rezistentnich cefalosporint typu cefotaximu.23.24 Byly
zaznamenany vzacné kmeny, jez vysokym tempem hydrolyzuji véechny znamé B-laktamy véetné cefoxitinu.24,25

| kdyZ jsou B-laktamazy vytvarené skupinou B. fragilis nejaktivnéjsi proti cefalosporinim, vét§ina kment byla v testech stanovujicich
citlivost podle rlistu shledana rezistentni proti penicilinu, karbenicilinu a ampicilinu.17.26 Tato zji§téni vedou k domnénce, Ze skupina
B. fragilis mdZe byt inherentné odolna vaci penicilinim diky faktordm, jako jsou permeabilni bariéry22, nebo Ze B-laktamaza je
produkovana v takovych mnozstvich, kterd postacuji pro pfekonani relativné nizkého hydrolytického tempa enzym( u penicilinG.
Dulkazy o podilu B-laktamaz na rezistenci vci penicilinim Ize nalézt ve zpravach uvadéjicich, Zze kombinace kyseliny klavulanové
(inhibitor B-laktamazy) a penicilinG je proti B. fragilis mnohem aktivn&j$i nez penicilin sam.27

At uz je pfic¢ina (Ci pfi€iny) rezistentnosti na penicilin u B. fragilis jakakoliv, vSechny kmeny by mély byt pravdépodobné pokladany za
rezistentni.28 Ostatni gramnegativni anaerobické kmeny jsou pravdépodobné citlivé na penicilin za pfedpokladu, Ze jsou negativni
na B-laktamazu.28



PRINCIPY METODY

Tercik BD BBL Cefinase je impregnovan chromogennim cefalosporinem, nitrocefinem. Kdyz je amid vazany v -laktamovém fetézci
hydrolyzovan B-laktamazou, nitrocefin vykazuje velmi rychlou zménu barvy ze Zluté na ¢ervenou. Pokud bakterie produkuje tento
enzym ve vyznamne'm mnoistvi iluté zbarveny teréik \ oblasti kde je potfen izolétem zéervené

z komeréné dostupnych B-laktami. Nebylo zaznamenano, Ze by reagoval s jinymi mlkroblalmml enzymy.29
Kazdy tercik slouzi k otestovani pfitomnosti -laktamazy u jednoho bakterialniho kmene.

CINIDLA
Terc¢ik BD BBL Cefinase impregnovany nitrocefinem.

Varovani a bezpec¢nostni opatieni:

In vitro diagnostikum.

Tyto terCiky neslouzi pro testovani citlivosti.

Béhem vSech kroku dodrzujte postupy sterilizace a zavedena opatfeni proti mikrobiologickym rizikim. Misky s preparaty a jiné
kontaminované materialy musi byt po pouZziti sterilizovany autoklavovanim a poté zlikvidovany.

Nitrocefin vyvolava u nékterych kmenu bakterii mutace (Ames test) a mdze mit senzibilizujici G€inky. Vyvarujte se poziti, vdechnuti
nebo kontaktu s pokozkou €i oima.

Skladovani: Neoteviené baleni uchovavejte pfi teploté -20 az +8 °C. Po pouziti by se mélo pouzdro BD BBL Cefinase uchovavat
v jakékoli sklenéné vzduchotésné nadobé pfi teploté -20 az +8 °C. Nevyuzité teriky BD BBL Cefinase vyhodte 60 dni po otevieni
blistru. Datum expirace na pouzdru se vztahuje pouze na neporusené terciky v uzavieném blistru.

Znamky zhorseni kvality: Nepouzivejte pouzdro, jestlize maji terciky oranzovou &i €ervenou barvu.

ODBER A PREPRAVA VZORKU

Tato procedura neni uréena pro pfimé pouziti s klinickymi vzorky nebo jinymi zdroji obsahujicimi smiSenou mikrobialni fléru.
Bakterie, které maji byt testovany, je nutné nejprve izolovat do oddélenych kolonii umisténim vzorkd do misek s pfislusnym
kultivaénim médiem.

POSTUP

Material v baleni: Ter¢iky BD BBL Cefinase, 50 ter¢ikd na jedno pouzdro.

Potfebny material, ktery neni soucasti baleni: Pomocna ¢inidla, organismy pro kontrolu kvality a laboratorni vybaveni potfebné
pro danou proceduru.

Postup testu:

1. Pomoci zasobniku s jednim teréikem vypustte pozadovany pocet tercik( z pouzdra do prazdné Petriho misky nebo na
sklicko mikroskopu.

Zvlhéete kazdy tercik jednou kapkou purifikované (vycisténé) vody.

Sterilizovanou smy¢kou nebo aplikatorem vyjmeéte nékolik dobfe izolovanych podobnych kolonii a vetfete je na povrch terciku.
Sledujte zménu barvy terciku.

Alternativni postup: Pomoci pinzety zvlhcete terCik kapkou vycisténé vody a poté na néj vetiete kolonii.

Kontrola kvality uzivatelem: S kazdou skupinou neznamych kultur by mély byt testovany kontrolni referenéni kultury. Jako
testované kmeny jsou doporu€eny nasledujici mikroorganismy.

o s wN

Testovany kmen Ocekavané vysledky
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitivni
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativni

Pozadavky na kontrolu kvality je nutno pinit v souladu s pfisluSnymi mistnimi a statnimi predpisy, podminkami akreditace
a standardnimi postupy kontroly jakosti ve vasi laboratofi. Doporu€ujeme, aby si uzivatel prostudoval informace o spravném
provadéni kontroly kvality v pfislusnych smérnicich CLSI a pfedpisech CLIA.

VYSLEDKY A JEJICH INTERPRETACE

Pozitivni reakce se projevi jako zména zluté barvy na ¢ervenou v oblasti, kde byla kultura aplikovana. Poznamka: zména barvy
obvykle nezasahne cely tercik. U negativniho vysledku nedojde na terCiku k zméné zadné.

U vétSiny bakterialnich kmenu se pozitivni vysledek dostavi do 5 min. U nékterych stafylokokd to v§ak mGze trvat az 1 h.



Organismus Vysledek  Priblizna reakéni doba Interpretace

Staphylococcus aureus Pozitivni 1h Rezistentni vici penicilinu, ampicilinu, karbenicilinu
a tikarcilinu. Pravdépodobné citlivy na cefalotin,
meticilin, oxacilin, nafcilin a dalsi peniciliny odolné proti

penicilinaze*.
Haemophilus influenzae Pozitivni 1 min Rezistentni vi¢i ampicilinu. Citlivy na cefalosporiny*.
Neisseria gonorrhoeae a Pozitivni 1 min Rezistentni vaéi penicilinu.
Moraxella catarrhalis
Enterococcus faecalis Pozitivni 5 min Rezistentni v{ici penicilinu a ampicilinu.
Anaerobnich bakterii Pozitivni 30 min Pravdépodobna identifikace je druh Bacteroides.

Pravdépodobné rezistentni na penicilin a muze
byt rezistentni na cefalosporiny véetné cefotaximu
a zfidka cefoxitinu.

* Citlivost by méla byt potvrzena testy citlivosti zavislymi na rastu.
Negativni vysledKky se berou v potaz, ale neruci za citlivost.

PRINCIPY METODY

Uginnost tohoto testu v urdovani B-laktamové rezistence mikrooranismd jinych neZ Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, stafylokok, enterokok a jisté anaerobni bakterie nebyly ovéfeny.

Rezistence na B-laktamova antibiotika byla zfidka zaznamenana u nékterych z vySe jmenovanych organizmu bez tvorby
B-laktamaz.30.31 V t&chto p¥ipadech se predpokladaji mechanismy rezistence jako bariéry permeability (propustnosti). Proto by se
B-laktamazovy test mél pouzivat jako rychla podpora, a ne jako nahrada za konvenéni testy citlivosti.

Pfi nékterych stafylokokovych kmenech'3, obzvlast S. epidermidis, byla popséana indukovatelna B-laktamaza, ktera maze
zpUsobovat faleSnou negativitu B-laktamazové reakce s kmenem, ktery je rezistentni na penicilin anebo ampicilin.

SPECIFICKE VLASTNOSTI EFEKTIVITY

V porovnavacich studiich ¢tyf metod na detekci aktivity B-laktamazy anaerobnich bakterii byly ziskany nasledujici procentualni
shody se ,standardem* pfi pouziti nitrocefinem napusténého filtraéniho papiru: Cefinase, 100 %; pyridinové-2-azo-p-dimethylanilin
cephalosporin, 96 %; penicilindzovy disk pouzitim bromkrezolového purpurového pH indikatoru, 72 %; poklesovéa jodometricka
technika, 78 %.32

DOSTUPNOST
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