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ÚČEL POUŽITÍ
Terčíky BD BBL Cefinase jsou určeny pro rychlé testování izolovaných kolonií Neisseria gonorrhoeae, druh Staphylococcus, 
Haemophilus influenzae, enterokoků a anaerobních bakterií na schopnost produkovat β-laktamázu.

SOUHRN A VYSVĚTLENÍ
Schopnost jistých bakterií produkovat enzymy, které inaktivují β-laktamová antibiotika, tj. penicilin a cefalosporin, je už dlouho 
známá. V roce 1940 Abraham a Chain poprvé zaznamenali ve výtažcích Escherichia coli enzymatickou aktivitu, která inaktivovala 
penicilin.1 Od té doby bylo z řady bakteriálních druhů izolováno značné množství podobných enzymů s trochu odlišnými 
substrátovými specifičnostmi. Některé selektivně hydrolyzují antibiotika penicilinové třídy (tj. penicilin G, ampicilin, karbenicilin) 
a byly označeny jako penicilinázy. Další selektivně hydrolyzují antibiotika cefalosporinové třídy (tj. cefalotin, cefalexin, cefradin) 
a byly označeny jako cefalosporinázy. Zatímco jiné enzymy hydrolyzují jak cefalosporiny, tak peniciliny.2

Různé farmaceutické společnosti vyvinuly rozsáhlé množství antibiotik penicilinové a cefalosporinové třídy s rezistencí na 
β-laktamázu. Do jedné skupiny spadají polosyntetické peniciliny; meticilin, oxacilin, nafcilin a další, které jsou odolné vůči 
penicilinázovým enzymům vytvářeným stafylokoky.3 Bylo také vyvinuto velké množství cefalosporinů s rozdílnými stupni odolnosti 
vůči β-laktamázám. Patří mezi ně cefalosporiny druhé generace (cefoxitin, cefamandol a cefuroxim) a cefalosporiny třetí generace 
(cefotaxim, moxalaktam, cefoperazon a další).4

Pro zjišťování β-laktamáz bylo vytvořeno několik klinických testů. Tyto testy poskytují rychle informace o předpokládaném vývoji 
rezistence. Při interpretování výsledků testu na β-laktamázu je nutné zvážit: citlivost testu na rozdílné třídy β-laktamázových 
enzymů, druhy β-laktamáz vytvářených rozdílnými taxonomickými skupinami organizmů a substrátové specifičnosti rozdílných 
β-laktamáz.
Mezi nejčastěji využívané klinické procedury patří jodometrická metoda, acidometrická metoda a množství chromogenních 
substrátů.5 Při jodometrických a acidometrických testech se obvykle coby substrát používá penicilin a tyto testy proto detekují pouze 
enzymy, které hydrolyzují penicilin. U jednoho z chromogenních cefalosporinů, PADAC (Calbiochem-Behring), byla zjištěna účinnost 
při detekci nejznámějších β-laktamáz s výjimkou některých penicilináz vytvářených stafylokoky a některých β-laktamáz vytvářených 
anaerobními bakteriemi.6 Další chromogenní cefalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), se ukázal být efektivním při zjišťování všech 
známých β-laktamáz včetně stafylokokových penicilináz.7-9

U mnoha taxonomických skupin mikroorganismů, například Enterobacteriaceae, nemá test na β-laktamázu přílišný význam, 
protože v jedné skupině, nebo dokonce v jednom kmeni mohou být vytvářeny různorodé β-laktamázové enzymy s rozdílnými 
substrátovými specifičnostmi.10

U jiných bakterií, jako jsou například vůči penicilinu rezistentní Neisseria gonorrhoeae11, Staphylococcus aureus12,13, Moraxella 
catarrhalis14 a vůči ampicilinu rezistentní Haemophilus influenzae 5,9,15, je rezistentními kmeny vytvářena pouze jedna třída enzymu. 
Test na β-laktamázu vykonaný u těchto mikroorganismů umožňuje předpověď rezistentnosti bezprostředně po primární izolaci, 
18–24 h před tím, než by byly k dispozici výsledky citlivosti stanovované podle růstu.
Ačkoliv výskyt enterokoků vytvářející β-laktamázu se jeví jako malý, chudé inokulum může mít za následek, že kmeny projdou 
testováním náchylnosti nezjištěny a doporučuje se běžné testování procedurou nitrocefinového terčíku.16

U anaerobních bakterií je vztah mezi produkcí β-laktamázy a rezistencí na β-laktamová antibiotika komplikovaný a do jisté 
míry podobný jako u Enterobacteriaceae. β-laktamázy se nejčastěji vyskytují u druhu Bacteroides17, byly však zaznamenány 
β-laktamázu vytvářející kmeny Clostridium butyricum, C. perfringens a Fusobacterium sp.18,19 Ve skupině Bacteroides může být 
vytvářeno množství různých enzymů s rozdílnými substrátovými specifičnostmi. β-laktamázy často nacházené u kmenů Prevotella 
melaninogenica a P. oralis jsou obvykle specifické pro peniciliny (penicilinázy)20, kdežto β-laktamázy často nalézané u skupiny 
B. fragilis jsou cefalosporinázy.21,22 Skupina B. fragilis je známá pro množství různých cefalosporináz, do kterých patří jisté velmi 
aktivní enzymy schopné hydrolyzovat některé z údajně vůči β-laktamáze rezistentních cefalosporinů typu cefotaximu.23,24 Byly 
zaznamenány vzácné kmeny, jež vysokým tempem hydrolyzují všechny známé β-laktamy včetně cefoxitinu.24,25

I když jsou β-laktamázy vytvářené skupinou B. fragilis nejaktivnější proti cefalosporinům, většina kmenů byla v testech stanovujících 
citlivost podle růstu shledána rezistentní proti penicilinu, karbenicilinu a ampicilinu.17,26 Tato zjištění vedou k domněnce, že skupina 
B. fragilis může být inherentně odolná vůči penicilinům díky faktorům, jako jsou permeabilní bariéry22, nebo že β-laktamáza je 
produkována v takových množstvích, která postačují pro překonání relativně nízkého hydrolytického tempa enzymů u penicilinů. 
Důkazy o podílu β-laktamáz na rezistenci vůči penicilinům lze nalézt ve zprávách uvádějících, že kombinace kyseliny klavulanové 
(inhibitor β-laktamázy) a penicilinů je proti B. fragilis mnohem aktivnější než penicilin sám.27

Ať už je příčina (či příčiny) rezistentnosti na penicilin u B. fragilis jakákoliv, všechny kmeny by měly být pravděpodobně pokládány za 
rezistentní.28 Ostatní gramnegativní anaerobické kmeny jsou pravděpodobně citlivé na penicilin za předpokladu, že jsou negativní 
na β-laktamázu.28
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PRINCIPY METODY
Terčík BD BBL Cefinase je impregnován chromogenním cefalosporinem, nitrocefinem. Když je amid vázaný v β-laktamovém řetězci 
hydrolyzován β-laktamázou, nitrocefin vykazuje velmi rychlou změnu barvy ze žluté na červenou. Pokud bakterie produkuje tento 
enzym ve významném množství, žlutě zbarvený terčík v oblasti, kde je potřen izolátem, zčervená.
Ačkoliv jako substráty pro specifické enzymy lze využít jiné peniciliny a cefalosporiny, nitrocefin má nejširší spektrum citlivosti 
z komerčně dostupných β-laktamů. Nebylo zaznamenáno, že by reagoval s jinými mikrobiálními enzymy.29

Každý terčík slouží k otestování přítomnosti β-laktamázy u jednoho bakteriálního kmene.

ČINIDLA
Terčík BD BBL Cefinase impregnovaný nitrocefinem.

Varování a bezpečnostní opatření:
In vitro diagnostikum.
Tyto terčíky neslouží pro testování citlivosti.
Během všech kroků dodržujte postupy sterilizace a zavedená opatření proti mikrobiologickým rizikům. Misky s preparáty a jiné 
kontaminované materiály musí být po použití sterilizovány autoklávováním a poté zlikvidovány.
Nitrocefin vyvolává u některých kmenů bakterií mutace (Ames test) a může mít senzibilizující účinky. Vyvarujte se požití, vdechnutí 
nebo kontaktu s pokožkou či očima.
Skladování: Neotevřené balení uchovávejte při teplotě -20 až +8 °C. Po použití by se mělo pouzdro BD BBL Cefinase uchovávat 
v jakékoli skleněné vzduchotěsné nádobě při teplotě -20 až +8 °C. Nevyužité terčíky BD BBL Cefinase vyhoďte 60 dní po otevření 
blistru. Datum expirace na pouzdru se vztahuje pouze na neporušené terčíky v uzavřeném blistru. 
Známky zhoršení kvality: Nepoužívejte pouzdro, jestliže mají terčíky oranžovou či červenou barvu.

ODBĚR A PŘEPRAVA VZORKŮ
Tato procedura není určena pro přímé použití s klinickými vzorky nebo jinými zdroji obsahujícími smíšenou mikrobiální flóru. 
Bakterie, které mají být testovány, je nutné nejprve izolovat do oddělených kolonií umístěním vzorků do misek s příslušným 
kultivačním médiem.

POSTUP
Materiál v balení: Terčíky BD BBL Cefinase, 50 terčíků na jedno pouzdro.
Potřebný materiál, který není součástí balení: Pomocná činidla, organismy pro kontrolu kvality a laboratorní vybavení potřebné 
pro danou proceduru.

Postup testu:
1. 	 Pomocí zásobníku s jedním terčíkem vypusťte požadovaný počet terčíků z pouzdra do prázdné Petriho misky nebo na 

sklíčko mikroskopu.
2. 	 Zvlhčete každý terčík jednou kapkou purifikované (vyčištěné) vody.
3. 	 Sterilizovanou smyčkou nebo aplikátorem vyjměte několik dobře izolovaných podobných kolonií a vetřete je na povrch terčíku.
4. 	 Sledujte změnu barvy terčíku.
5. 	 Alternativní postup: Pomocí pinzety zvlhčete terčík kapkou vyčištěné vody a poté na něj vetřete kolonii.
Kontrola kvality uživatelem: S každou skupinou neznámých kultur by měly být testovány kontrolní referenční kultury. Jako 
testované kmeny jsou doporučeny následující mikroorganismy.

Testovaný kmen Očekávané výsledky
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitivní
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativní

Požadavky na kontrolu kvality je nutno plnit v souladu s příslušnými místními a státními předpisy, podmínkami akreditace 
a standardními postupy kontroly jakosti ve vaší laboratoři. Doporučujeme, aby si uživatel prostudoval informace o správném 
provádění kontroly kvality v příslušných směrnicích CLSI a předpisech CLIA.

VÝSLEDKY A JEJICH INTERPRETACE
Pozitivní reakce se projeví jako změna žluté barvy na červenou v oblasti, kde byla kultura aplikována. Poznámka: změna barvy 
obvykle nezasáhne celý terčík. U negativního výsledku nedojde na terčíku k změně žádné.
U většiny bakteriálních kmenů se pozitivní výsledek dostaví do 5 min. U některých stafylokoků to však může trvat až 1 h.
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Organismus Výsledek Přibližná reakční doba Interpretace
Staphylococcus aureus Pozitivní 1 h Rezistentní vůči penicilinu, ampicilinu, karbenicilinu 

a tikarcilinu. Pravděpodobně citlivý na cefalotin, 
meticilin, oxacilin, nafcilin a další peniciliny odolné proti 
penicilináze*.

Haemophilus influenzae Pozitivní 1 min Rezistentní vůči ampicilinu. Citlivý na cefalosporiny*.
Neisseria gonorrhoeae a 
Moraxella catarrhalis

Pozitivní 1 min Rezistentní vůči penicilinu.

Enterococcus faecalis Pozitivní 5 min Rezistentní vůči penicilinu a ampicilinu.
Anaerobních bakterií Pozitivní 30 min Pravděpodobná identifikace je druh Bacteroides. 

Pravděpodobně rezistentní na penicilin a může 
být rezistentní na cefalosporiny včetně cefotaximu 
a zřídka cefoxitinu.

*	Citlivost by měla být potvrzena testy citlivosti závislými na růstu.
	 Negativní výsledky se berou v potaz, ale neručí za citlivost.

PRINCIPY METODY
Účinnost tohoto testu v určování β-laktamové rezistence mikrooranismů jiných než Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, 
Moraxella catarrhalis, stafylokok, enterokok a jisté anaerobní bakterie nebyly ověřeny.
Rezistence na β-laktamová antibiotika byla zřídka zaznamenána u některých z výše jmenovaných organizmů bez tvorby 
β-laktamáz.30,31 V těchto případech se předpokládají mechanismy rezistence jako bariéry permeability (propustnosti). Proto by se 
β-laktamázový test měl používat jako rychlá podpora, a ne jako náhrada za konvenční testy citlivosti.
Při některých stafylokokových kmenech13, obzvlášť S. epidermidis, byla popsána indukovatelná β-laktamáza, která může 
způsobovat falešnou negativitu β-laktamázové reakce s kmenem, který je rezistentní na penicilin anebo ampicilin.

SPECIFICKÉ VLASTNOSTI EFEKTIVITY
V porovnávacích studiích čtyř metod na detekci aktivity β-laktamázy anaerobních bakterií byly získány následující procentuální 
shody se „standardem“ při použití nitrocefinem napuštěného filtračního papíru: Cefinase, 100 %; pyridinové-2-azo-p-dimethylanilin 
cephalosporin, 96 %; penicilinázový disk použitím bromkrezolového purpurového pH indikátoru, 72 %; poklesová jodometrická 
technika, 78 %.32

DOSTUPNOST
Kat. č.	 Popis
231650 	 BD BBL Cefinase, 50
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Dokumentační údaje
Revize Datum Souhrn změn

(03) 2018-09 Aktualizace formátování.

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)
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