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ΧΡΗΣΗ ΓΙΑ ΤΗΝ ΟΠΟΙΑ ΠΡΟΟΡΙΖΟΝΤΑΙ
Οι BD BBL Cefinase discs προορίζονται για χρήση στην ταχεία εξέταση απομονωμένων αποικιών του Neisseria gonorrhoeae, ειδών 
Staphylococcus, του Haemophilus influenzae, εντερόκοκκων και αναερόβιων βακτηριδίων για την παραγωγή της β-λακταμάσης.

ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΚΑΙ ΕΠΕΞΗΓΗΣΗ
Η ικανότητα ορισμένων βακτηριδίων να παράγουν ένζυμα που αδρανοποιούν τα β-λακταμικά αντιβιοτικά, όπως π.χ. τις πενικιλλίνες 
και τις κεφαλοσπορίνες, έχει αναγνωριστεί εδώ και καιρό. Οι Abraham και Chain το 1940 πρώτοι αναγνώρισαν μια ενζυμική 
δραστηριότητα σε εκχυλίσματα της Escherichia coli που αδρανοποιούσαν την πενικιλλίνη.1 Από τότε, έχει απομονωθεί ένας μεγάλος 
αριθμός παρόμοιων ενζύμων από διάφορα είδη βακτηριδίων με κάπως διαφορετικές ειδικότητες υποστρωμάτων. Μερικά υδρολύουν 
εκλεκτικά αντιμικροβιακούς παράγοντες της τάξης της πενικιλλίνης (όπως π.χ. πενικιλλίνη G, αμπικιλλίνη, καρβενιλιλλίνη) και έχουν 
περιγραφεί ως `πενικιλλινάσες’. Άλλα υδρολύουν εκλεκτικά αντιμικροβιακούς παράγοντες της τάξης της κεφαλοσπορίνης (όπως 
π.χ. κεφαλοθίνη, κεφαλεξίνη, κεφραδίνη) και έχουν περιγραφεί ως `κεφαλοσπορινάσες’. Ωστόσο, άλλα ένζυμα υδρολύουν τόσο τις 
κεφαλοσπορίνες όσο και τις πενικιλλίνες.2

Από διάφορες φαρμακευτικές εταιρείες έχει αναπτυχθεί ένας μεγάλος αριθμός ανθεκτικών στη β-λακταμάση αντιμικροβιακών 
παραγόντων της τάξης της πενικιλλίνης και της κεφαλοσπορίνης. Μία ομάδα περιλαμβάνει τις ημισυνθετικές πενικιλλίνες, 
όπως μεθικιλλίνη, οξακιλλίνη, ναφκιλλίνη και άλλες, οι οποίες είναι ανθεκτικές στα ένζυμα πενικιλλινάσες που παράγονται από 
τους σταφυλόκοκκους.3 Έχει επίσης αναπτυχθεί ένας μεγάλος αριθμός κεφαλοσπορινών, οι οποίες έχουν διάφορους βαθμούς 
ανθεκτικότητας στις β-λακταμάσες. Αυτές περιλαμβάνουν τις κεφαλοσπορίνες δεύτερης γενιάς (κεφοξιτίνη, κεφαμανδόλη και 
κεφουροξίμη) και τις κεφαλοσπορίνες τρίτης γενιάς (κεφοταξίμη, μοξαλακτάμη, κεφοπεραζόνη και άλλες).4

Για την ανίχνευση των β-λακταμασών, έχουν αναπτυχθεί διάφορες κλινικές εξετάσεις. Οι εξετάσεις αυτές παρέχουν ταχείες 
πληροφορίες προγνωστικές της ανάπτυξης ανθεκτικότητας. Κατά την ερμηνεία των αποτελεσμάτων εξέτασης β-λακταμάσης πρέπει 
να λαμβάνεται υπόψη: η ευαισθησία της εξέτασης για διάφορες τάξεις ενζύμων β-λακταμάσες, οι τύποι των β-λακταμασών που 
παράγονται από διάφορες ταξινομικές ομάδες μικροοργανισμών και οι ειδικότητες υποστρωμάτων των διαφόρων β-λακταμασών.
Οι πλέον συνήθως χρησιμοποιούμενες κλινικές διαδικασίες περιλαμβάνουν την ιωδομετρική μέθοδο, την οξυμετρική μέθοδο και μια 
ποικιλία χρωμογόνων υποστρωμάτων.5 Οι ιωδομετρικές και οι οξυμετρικές εξετάσεις εκτελούνται γενικά με χρήση της πενικιλλίνης 
ως υπόστρωμα και, επομένως, είναι δυνατό μόνον να ανιχνεύσουν ένζυμα που υδρολύουν την πενικιλλίνη. Μία από τις χρωμογόνες 
κεφαλοσπορίνες, η PADAC (της Calbiochem-Behring), έχει διαπιστωθεί ότι είναι αποτελεσματική στην ανίχνευση των περισσότερων 
από τις γνωστές β-λακταμάσες, εκτός από μερικές από τις πενικιλλινάσες που παράγονται από τους σταφυλόκοκκους και μερικές 
β-λακταμάσες που παράγονται από αναερόβια βακτηρίδια6. Μια άλλη χρωμογόνος κεφαλοσπορίνη, η νιτροσεφίνη (της Glaxo 
Research), έχει διαπιστωθεί ότι είναι αποτελεσματική στην ανίχνευση όλων των γνωστών β-λακταμασών, συμπεριλαμβανομένων 
των σταφυλοκοκκικών πενικιλλινασών.7-9

Για πολλές ταξινομικές ομάδες μικροοργανισμών, π.χ. Enterobacteriaceae, η εξέταση β-λακταμάσης έχει μικρή αξία επειδή ενδέχεται 
να παραχθεί μια ποικιλομορφία ενζύμων β-λακταμάσης με διαφορετικές ειδικότητες υποστρωμάτων εντός της ομάδας ή ακόμα εντός 
ενός μόνο στελέχους.10

Σε άλλα βακτηρίδια, όπως είναι για παράδειγμα τα ανθεκτικά στην πενικιλλίνη Neisseria gonorrhoeae,11 Staphylococcus aureus,12,13 
Moraxella catarrhalis14 και ο ανθεκτικός στην αμπικιλλίνη Haemophilus influenzae,5,9,15 παράγεται μόνο μία τάξη ενζύμου από 
ανθεκτικά στελέχη. Η εκτέλεση εξέτασης βΠλακταμάσης με αυτούς τους μικροοργανισμούς επιτρέπει την πραγματοποίηση 
πρόβλεψης ανθεκτικότητας αμέσως μετά την πρωτογενή απομόνωση, 18 Π 24 ώρες νωρίτερα από το χρόνο που θα ήταν διαθέσιμα 
αποτελέσματα ευαισθησίας που εξαρτώνται από την ανάπτυξη.
Ενώ ο επιπολασμός των εντερόκοκκων που παράγουν β-λακταμάση φαίνεται να είναι μικρός, ένα χαμηλό ενοφθάλμισμα ενδέχεται 
να έχει ως αποτέλεσμα τη μη ανίχνευση στελεχών με διαδικασίες εξέτασης ευαισθησίας και συνιστάται διερεύνηση ρουτίνας με τη 
διαδικασία δίσκου νιτροσεφίνης.16

Στα αναερόβια βακτηρίδια, η σχέση μεταξύ της παραγωγής της β-λακταμάσης και της ανθεκτικότητας στα β-λακταμικά 
αντιμικροβιακά είναι πολύπλοκη και κάπως παρόμοια με τους Enterobacteriaceae. Οι β‑λακταμάσες απαντώνται πολύ συχνά 
στα είδη Bacteroides,17 ωστόσο, έχουν αναφερθεί στελέχη των Clostridium butyricum, C. perfringens και Fusobacterium sp. που 
παράγουν β-λακταμάση.18,19 Εντός της ομάδας Bacteroides, είναι δυνατό να παραχθεί μια ποικιλία ενζύμων με διάφορες ειδικότητες 
υποστρωμάτων. Οι β-λακταμάσες που απαντώνται συχνά σε στελέχη του Prevotella melaninogenica και του P. oralis είναι 
συνήθως ειδικές για τις πενικιλλίνες (πενικιλλινάση),20 ενώ οι β-λακταμάσες που απαντώνται συχνά στην ομάδα του B. fragilis είναι 
κεφαλοσπορινάσες.21,22 Στην ομάδα του B. fragilis έχει αναφερθεί μια ποικιλία κεφαλοσπορινασών και περιλαμβάνουν μερικά πολύ 
δραστικά ένζυμα που είναι δυνατό να υδρολύσουν μερικές από τις αναφερόμενες ως ανθεκτικές στη β-λακταμάση κεφαλοσπορίνες, 
όπως η κεφοταξίμη.23,24 Έχουν αναφερθεί σπάνια στελέχη που υδρολύουν σε υψηλούς ρυθμούς όλες τις γνωστές β-λακτάμες, 
συμπεριλαμβανομένης της κεφοξιτίνης.24,25
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Παρότι οι β-λακταμάσες που παράγονται από την ομάδα του B. fragilis είναι ιδιαίτερα δραστικές ενάντια των κεφαλοσπορινών, τα 
περισσότερα στελέχη διαπιστώνεται ότι είναι ανθεκτικά στην πενικιλλίνη, την καρβενικιλλίνη και την αμπικιλλίνη σε εξαρτώμενες 
από την ανάπτυξη εξετάσεις ευαισθησίας.17,26 Το εύρημα αυτό υποδηλώνει ότι η ομάδα του B. fragilis ενδέχεται να είναι ενδογενώς 
ανθεκτική στις πενικιλλίνες μέσω παραγόντων όπως φραγμοί διαπερατότητας22 ή ότι η β-λακταμάση παράγεται σε ποσότητες 
που επαρκούν για να ξεπεραστεί ο σχετικά βραδύς ρυθμός υδρόλυσης του ενζύμου με πενικιλλίνες. Ενδείξεις που τείνουν να 
υποστηρίζουν ότι η β-λακταμάση είναι ένας παράγοντας που συμβάλλει στην ανθεκτικότητα στις πενικιλλίνες βρίσκονται σε 
αναφορές σύμφωνα με τις οποίες ο συνδυασμός του κλαβουλανικού οξέος (αναστολέας της β-λακταμάσης) και των πενικιλλινών 
είναι πολλές φορές πιο δραστικός ενάντια στο B. fragilis απ´ ό,τι η πενικιλλίνη μόνη της.27

Οποιαδήποτε και εάν είναι η αιτία ή οι αιτίες της ανθεκτικότητας του B. fragilis στην πενικιλλίνη, όλα τα στελέχη πρέπει πιθανώς 
να θεωρούνται ανθεκτικά.28 Τα άλλα Gram-αρνητικά αναερόβια στελέχη είναι πιθανώς ευαίσθητα στην πενικιλλίνη, εφόσον είναι 
αρνητικά στη β-λακταμάση.28

ΑΡΧΕΣ ΤΗΣ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑΣ
Ο δίσκος BD BBL Cefinase είναι διαποτισμένος με τη χρωμογόνο κεφαλοσπορίνη, τη νιτροσεφίνη. Η ένωση αυτή εμφανίζει μια 
πολύ ταχεία χρωματική μεταβολή από κίτρινο σε κόκκινο καθώς υδρολύεται ο αμιδικός δεσμός του β-λακταμικού δακτυλίου από 
μια β-λακταμάση. Όταν ένα βακτηρίδιο παράγει το ένζυμο αυτό σε σημαντικές ποσότητες, ο κίτρινος δίσκος γίνεται κόκκινος στην 
περιοχή επιχρίσματος του απομονωμένου στελέχους.
Παρότι είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν άλλες πενικιλλίνες και κεφαλοσπορίνες ως υποστρώματα για ειδικά ένζυμα, η νιτροσεφίνη 
διαθέτει το ευρύ φάσμα επιδεκτικότητας και ευαισθησίας των β-λακταμών που διατίθενται στο εμπόριο. Δεν είναι γνωστό ότι αντιδρά 
με άλλα μικροβιακά ένζυμα.29

Κάθε δίσκος χρησιμοποιείται για την εξέταση ενός βακτηριδιακού στελέχους για την παρουσία της β‑λακταμάσης.

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ
BD BBL Cefinase discs διαποτισμένοι με νιτροσεφίνη.
Προειδοποιήσεις και προφυλάξεις:
Για in vitro διαγνωστική χρήση.
Οι δίσκοι αυτοί δεν προορίζονται για χρήση σε εξετάσεις ευαισθησίας.
Εφαρμόζετε άσηπτες τεχνικές και καθιερωμένες προφυλάξεις από μικροβιολογικούς κινδύνους καθόλη την πορεία όλων 
των διαδικασιών. Μετά τη χρήση, οι πλάκες που χρησιμοποιήθηκαν στην παρασκευή και άλλα μολυσμένα υλικά πρέπει να 
αποστειρώνονται σε αυτόκαυστο πριν από την απόρριψη.
Η νιτροσεφίνη επάγει μεταλλάξεις σε ορισμένα στελέχη βακτηριδίων (εξέταση Ames) και ενδέχεται να προκαλεί ευαισθητοποίηση. 
Η κατάποση, η εισπνοή ή η επαφή με το δέρμα ή τα μάτια πρέπει να αποφεύγεται.
Οδηγίες φύλαξης: Κατά την παραλαβή, φυλάσσετε τη μη ανοιγμένη συσκευασία στους -20 έως +8 °C. Μετά τη χρήση, η φύσιγγα 
BD BBL Cefinase πρέπει να φυλάσσεται σε οποιονδήποτε γυάλινο, αεροστεγή περιέκτη που περιέχει αποξηραντικό υλικό σε 
θερμοκρασία -20 έως +8 °C. Απορρίψτε τους υπόλοιπους BD BBL Cefinase discs 60 ημέρες μετά το άνοιγμα της συσκευασίας 
φυσαλίδων. Η ημερομηνία λήξης στη φύσιγγα ισχύει μόνο για άθικτους δίσκους σε μη ανοιγμένη συσκευασία φυσαλίδων.
Ενδείξεις αλλοίωσης: Μη χρησιμοποιείτε τη φύσιγγα εάν οι δίσκοι εμφανίζουν πορτοκαλί ή κόκκινο χρώμα.

ΣΥΛΛΟΓΗ ΚΑΙ ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ
Η διαδικασία αυτή δεν προορίζεται για χρήση απευθείας με κλινικά δείγματα ή άλλες πηγές που περιέχουν μεικτή μικροβιακή 
χλωρίδα. Τα βακτηρίδια που θα εξεταστούν πρέπει πρώτα να απομονωθούν ως ξεχωριστές αποικίες με γραμμωτή επίστρωση του 
δείγματος πάνω σε κατάλληλες πλάκες υλικών καλλιέργειας.

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ
Παρεχόμενο υλικό: BD BBL Cefinase discs, 50 δίσκοι ανά φύσιγγα.
Υλικά που απαιτούνται αλλά δεν παρέχονται: Βοηθητικά αντιδραστήρια, μικροοργανισμοί ποιοτικού ελέγχου και εργαστηριακός 
εξοπλισμός, όπως απαιτείται για τη διαδικασία.

Διαδικασία της εξετάσης:
1. 	 Με χρήση δοσιμετρικής συσκευής ενός δίσκου, διανείμετε τον απαιτούμενο αριθμό δίσκων από τη φύσιγγα μέσα σε ένα κενό 

τριβλίο Petri ή πάνω σε μια αντικειμενοφόρο πλάκα μικροσκοπίου.
2. 	 Εφυγράνετε κάθε δίσκο με μία σταγόνα κεκαθαρμένου νερού.
3. 	 Με έναν κρίκο ή μια ξύλινη μπατονέτα που έχει αποστειρωθεί, αφαιρέστε αρκετές καλά απομονωμένες παρόμοιες αποικίες και 

επιχρίστε πάνω σε στην επιφάνεια ενός δίσκου.
4. 	 Παρατηρήστε το δίσκο για τυχόν χρωματική μεταβολή.
5. 	 Εναλλακτική διαδικασία: Με τη βοήθεια λαβίδας. εφυγράνετε το δίσκο με μία σταγόνα κεκαθαρμένου νερού και κατόπιν σαρώστε 

κατά πλάτος της αποικίας.
Ποιοτικός έλεγχος χρήστη: Με κάθε ομάδα αγνώστων δειγμάτων πρέπει να εξετάζονται καλλιέργειες αναφοράς ελέγχου. Οι 
ακόλουθοι μικροοργανισμοί συνιστώνται για χρήση ως στελέχη εξέτασης.

Στέλεχος εξέτασης Αναμενόμενα αποτελέσματα
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Θετικό

Haemophilus influenzae ATCC 10211 Αρνητικό
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Πρέπει να τηρούνται οι απαιτήσεις ποιοτικού ελέγχου σύμφωνα με τους ισχύοντες τοπικούς, πολιτειακούς ή/και ομοσπονδιακούς 
κανονισμούς ή τις απαιτήσεις πιστοποίησης και τις πρότυπες διαδικασίες ποιοτικού ελέγχου του εργαστηρίου σας. Συνιστάται ο 
χρήστης να ανατρέχει στις σχετικές κατευθυντήριες οδηγίες του CLSI και τους κανονισμούς του CLIA για τις κατάλληλες πρακτικές 
ποιοτικού ελέγχου.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ
Εάν η αντίδραση είναι θετική, θα εμφανιστεί χρωματική μεταβολή από κίτρινο σε κόκκινο στην περιοχή όπου εφαρμόστηκε η 
καλλιέργεια. Σημείωση: χρωματική μεταβολή δεν αναπτύσσεται συνήθως πάνω σε ολόκληρο το δίσκο. Στην περίπτωση αρνητικού 
αποτελέσματος, δεν εμφανίζεται χρωματική μεταβολή στο δίσκο.
Για τα περισσότερα στελέχη βακτηριδίων, θετικό αποτέλεσμα εμφανίζεται εντός 5 λεπτών. Ωστόσο, για μερικούς σταφυλόκοκκους 
ενδέχεται να χρειαστεί έως και 1 ώρα για να εμφανιστούν θετικές αντιδράσεις.

Μικροοργανισμός Αποτέλεσμα Χρόνος αντίδρασης 
κατά προσέγγιση Ερμηνεία

Staphylococcus aureus Θετικό 1 ώρα Ανθεκτικός στην πενικιλλίνη, αμπικιλλίνη, καρβενικιλλίνη 
και τικαρκιλλίνη. Πιθανώς ευαίσθητος στην κεφαλοθίνη, 
τη μεθικιλλίνη, την οξακιλλίνη, τη ναφκιλλίνη και άλλες 
ανθεκτικές στην πενικιλλινάση πενικιλλίνες.*

Haemophilus influenzae Θετικό 1 λεπτό Ανθεκτικός στην αμπικιλλίνη. Ευαίσθητος σε 
κεφαλοσπορίνες.*

Neisseria gonorrhoeae και 
Moraxella catarrhalis

Θετικό 1 λεπτό Ανθεκτικοί στην πενικιλλίνη.

Enterococcus faecalis Θετικό 5 λεπτά Ανθεκτικός στην πενικιλλίνη και την αμπικιλλίνη.

Αναερόβια βακτηρίδια Θετικό 30 λεπτά Πιθανή ταυτοποίηση είναι είδος Bacteroides. Πιθανώς 
ανθεκτικά στην πενικιλλίνη και ενδέχεται να είναι ανθεκτικά 
στις κεφαλοσπορίνες, συμπεριλαμβανομένης της 
κεφοταξίμης και σπανίως της κεφοξιτίνης.

*	 Η ευαισθησία πρέπει να επιβεβαιώνεται με εξαρτώμενες από την ανάπτυξη εξετάσεις ευαισθησίας.
	 Τυχόν αρνητικά αποτελέσματα υποδηλώνουν αλλά δεν εγγυώνται την ευαισθησία.

ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ ΤΗΣ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑΣ
Η αποτελεσματικότητα της εξέτασης αυτής στην πρόβλεψη της ανθεκτικότητας μικροοργανισμών εκτός των Neisseria gonorrhoeae, 
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, σταφυλόκοκκων, εντερόκοκκων και ορισμένων αναερόβιων βακτηριδίων στη 
β-λακτάμη δεν έχει αποδειχθεί.
Σε σπάνιες περιπτώσεις έχει αναφερθεί ανθεκτικότητα μερικών από τους παραπάνω μικροοργανισμούς στα β-λακταμικά αντιβιοτικά 
χωρίς την παραγωγή β-λακταμασών.30,31 Στις περιπτώσεις αυτές, έχουν προταθεί ως ερμηνεία μηχανισμοί ανθεκτικότητας, όπως 
π.χ. φραγμοί διαπερατότητας. Επομένως, η εξέταση β-λακταμάσης πρέπει να χρησιμοποιείται ως ταχύ συμπλήρωμα και όχι ως 
αντικατάσταση συμβατικών εξετάσεων ευαισθησίας.
Για μερικά στελέχη σταφυλόκοκκων,13 ιδιαίτερα του S. epidermidis, έχει περιγραφεί μια επαγώγιμη β‑λακταμάση που ενδέχεται να 
έχει ως αποτέλεσμα μια ψευδώς αρνητική αντίδραση β-λακταμάσης με ένα στέλεχος, το οποίο είναι ανθεκτικό στην πενικιλλίνη ή 
την αμπικιλλίνη.

ΕΙΔΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΑΠΟΔΟΣΗΣ
Σε μια συγκριτική μελέτη τεσσάρων μεθόδων για την ανίχνευση της δραστικότητας της β-λακταμάσης σε αναερόβια βακτηρίδια, 
ελήφθησαν τα ακόλουθα ποσοστά συμφωνίας με ένα `πρότυπο’ που χρησιμοποιεί διηθητικό χαρτί κεκορεσμένο με νιτροσεφίνη: 
Cefinase, 100%, κεφαλοσπορίνη πυριδίνη-2-αζω-π-διμεθυλανιλίνης, 96%, δίσκος πενικιλλινάσης που χρησιμοποιεί δείκτη pH μωβ 
της βρωμοκρεζόλης, 72%, ιωδομετρική τεχνική σε αντικειμενοφόρο πλάκα, 78%.32

ΔΙΑΘΕΣΙΜΟΤΗΤΑ
Αρ. κατ.	 Περιγραφή
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