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Srpski

PLANIRANA UPOTREBA
BD BBL Cefinase diskovi namenjeni su za brzo testiranje izolovanih kolonija Neisseria gonorrhoeae, vrste Staphylococcus, 
Haemophilus influenzae, enterokoka i anaerobnih bakterija kada se želi utvrditi da li proizvode β-laktamazu.

REZIME I OBJAŠNJENJE
Sposobnost izvesnih bakterija da stvaraju enzime koji inaktiviraju antibiotike sa β-laktamom, tj. peniciline i cefalosporine, odavno je 
ustanovljena. Abraham i Čejn su 1940. prvo uočili enzimsku aktivnost u ekstraktima Escherichia coli koja je inaktivirala penicilin.1 
Od tada je izolovan veliki broj sličnih enzima iz više vrsta bakterija sa nešto drugačijim specifičnostima. Neki od njih selektivno 
hidrolizuju antimikrobe iz klase penicilina (tj. penicilin G, ampicilin, karbenicilin) i nazvani su penicilinazama. Drugi selektivno 
hidrolizuju antimikrobe iz klase cefalosporina (tj. cefalotin, cefaleksin, cefradin) i nazvani su cefalosporinazama. A postoje i enzimi 
koji hidrolizuju i cefalosporine i peniciline.2

Razne farmaceutske kompanije su razvile veliki broj antimikroba iz klase penicilina i cefalosporina otpornih na β-laktamazu. U jednu 
grupu spadaju polusintetički penicilini: meticilin, oksacilin, nafcilin i drugi, koji su otporni na penicilinaze koje proizvode stafilokoke.3 
Takođe je razvijeno mnoštvo cefalosporina koji su u različitoj meri otporni na β-laktamaze. Tu spadaju cefalosporini druge generacije 
(cefoksitin, cefamandol i cefuroksim) i cefalosporini treće generacije (cefotaksim, moksalaktam, cefoperazon i drugi).4

Razvijeno je nekoliko kliničkih testova za otkrivanje β-laktamaza. Ovi testovi daju brze informacije na osnovu kojih se može 
predvideti razvijanje otpornosti. Pri tumačenju rezultata testa na β-laktamazu treba uzeti u obzir sledeće: osetljivost testa na različite 
klase enzima β-laktamaze, tipove β-laktamaza koje stvaraju razne taksonomične grupe organizama i specifičnosti podloge različitih 
β-laktamaza.
U najčešće korišćene kliničke procedure spadaju jodometrijska metoda, acidometrijska metoda i mnoštvo različitih hromogenih 
podloga.5 Jodometrijski i acidometrijski testovi se generalno izvode sa penicilinom kao podlogom pa, iz tog razloga, mogu da 
otkriju samo one enzime koji hidrolizuju penicilin. Jedan od hromogenih cefalosporina, PADAC (Calbiochem-Behring), pokazao se 
kao efektivan u otkrivanju većine poznatih β-laktamaza osim nekih penicilinaza koje stvaraju stafilokoke i nekih β-laktamaza koje 
stvaraju anaerobne bakterije.6 Još jedan hromogeni cefalosporin, nitrocefin (Glaxo Research), pokazao se kao efikasan u otkrivanju 
svih poznatih β-laktamaza uključujući i penicilinaze stafilokoka.7-9

Kod mnogih taksonomičnih grupa organizama, npr. Enterobacteriaceae, test na β-laktamazu nije od velike pomoći zato 
što u jednoj grupi ili čak u jednom soju bakterija, može da bude proizvedeno puno raznih enzima β-laktamaze sa različitim 
specifičnostima podloga. 10

Kod drugih bakterija, npr. Neisseria gonorrhoeae,11 Staphylococcus aureus,12,13 i Moraxella catarrhalis,14 koje su otporne na 
penicilin kao i kod Haemophilus influenzae, 5,9,15 koja je otporna na ampicilin, otporni sojevi bakterija proizvode samo jednu klasu 
enzima. Test na β-laktamazu koji se izvodi sa ovim organizmima omogućava da se otpornost predvidi odmah nakon primarne 
izolacije, 18 do 24 sata pre dobijanja rezultata osetljivosti koji zavise od rasta.
Iako prevalencija enterokoka koje proizvode β-laktamazu ne izgleda veliko, mala količina inokuluma može da dovede do toga da 
procedure za testiranje osetljivosti ne otkrivaju grupe bakterija, pa se preporučuje rutinsko ispitivanje pomoću nitrocefinskog diska.16

Kod anaerobnih bakterija je odnos između proizvodnje β-laktamaze i otpornosti na antimikrobe sa β-laktamom komplikovan i 
donekle sličan kao kod Enterobacteriaceae. β-laktamaze se najčešće nalaze u vrsti Bacteroides;17 međutim, prijavljene su grupe 
bakterija iz vrsta Clostridium butyricum, C. perfringens i Fusobacterium koje proizvode β-laktamazu.18,19 Među bakterijama iz grupe 
Bacteroides mogu se proizvesti razni enzimi sa različitim specifičnostima podloga. β-laktamaze koje se često nalaze u grupama 
bakterija vrste Prevotella melaninogenica i P. oralis obično su specifične za peniciline (penicilinaza),20 dok su β-laktamaze koje se 
često nalaze u grupi bakterija B. fragilis cefalosporinaze.21,22 U grupi bakterija B. fragilis nađeno je mnoštvo raznih cefalosporinaza 
gde spadaju neki vrlo aktivni enzimi koji mogu da hidrolizuju neke od cefalosporina koji su navodno otporni na β-laktamazu kao što 
je cefotaksim.23,24 Nađeno je malo grupa bakterija koje brzo hidrolizuju sve poznate β-laktame uključujući i cefoksitin.24,25

Iako su β-laktamaze koje proizvodi grupa B. fragilis vrlo aktivne u prisustvu cefalosporina, prilikom testova osetljivosti koji zavise 
od rasta, većina grupa bakterija bila je otporna na penicilin, karbenicilin i ampicilin.17,26 Ovaj nalaz znači da grupa B. fragilis možda 
ima sopstvenu otpornost na peniciline zbog faktora kao što je propustljivost barijera22 ili da se β-laktamaza proizvodi u količinama 
dovoljnim da bi se nadjačala relativno spora hidroliza enzima sa penicilinima. Dokazi koji potvrđuju da β-laktamaza doprinosi 
otpornosti na penicilin nalaze se u izveštajima koji kažu da je kombinacija klavulonske kiseline (inhibitora β-laktamaze) i penicilina 
mnogo puta aktivnija u prisustvu bakterija iz vrste B. fragilis nego samo penicilin.27

Šta god bio uzrok ili uzroci otpornosti na penicilin kod bakterija B. fragilis, verovatno sve grupe bakterija iz ove vrste treba smatrati 
otpornim.28 Druge anaerobne gram-negativne grupe bakterija su verovatno osetljive na penicilin pod uslovom da su negativne na 
β-laktamazu.28
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PRINCIPI PROCEDURE
BD BBL Cefinase disk se natapa hromogenim cefalosporinom, nitrocefinom. Kod ovog jedinjenja vidljiva je vrlo brza promena 
žute boje u crvenu prilikom hidrolize amidne veze u β-laktamskom prstenu β-laktamazom. Kada bakterija proizvodi ovaj enzim u 
značajnim količinama, žuti disk pocrveni tamo gde je izolat nanet.
Iako se drugi penicilini i cefalosporini mogu koristiti kao podloge za specifične enzime, nitrocefin ima široki spektar osetljivosti i 
senzitivnosti na β-laktame koji se mogu naći u prodaji. Nije poznato da li reaguje i sa drugim mikrobnim enzimima.29

Svaki disk se koristi za testiranje jednog soja bakterija na β-laktamazu.

REAGENSI
BD BBL Cefinase diskovi natopljeni nitrocefinom.

Upozorenja i mere opreza:
Za in vitro dijagnostičku upotrebu.
Ove diskove ne treba koristiti za testiranje osetljivosti.
Držite se aseptičnih tehnika i ustaljenih mera opreza protiv mikrobioloških opasnosti u toku svih procedura. Nakon upotrebe, 
pripremljene ploče i drugi kontaminirani materijal moraju biti sterilisani u autoklavu pre nego što se bace.
Nitrocefin izaziva mutacije u izvesnim grupama bakterija (Ames test) i može da izazove povećanu osetljivost. Treba izbegavati 
gutanje, udisanje ili kontakt sa kožom ili očima.
Uputstva za čuvanje: Po prijemu, držite neotvoreno pakovanje na temperaturi od -20 do +8 °C. Nakon upotrebe, BD BBL Cefinase 
kasetu treba čuvati u bilo kakvom staklenom, hermetički zatvorenom kontejneru sa desikantom na temperaturi od -20 do +8 °C. 
Bacite preostale BD BBL Cefinase diskove 60 dana po otvaranju pakovanja. Rok trajanja na kutiji važi samo za nekorišćene diskove 
u neotvorenom pakovanju.
Znaci propadanja: Ne koristite kutiju ako su diskovi narandžasti ili crveni.

PRIKUPLJANJE UZORAKA I RUKOVANJE UZORCIMA
Ovu proceduru ne treba koristiti direktno na kliničkim uzorcima ili drugim izvorima koji sadrže mešanu mikrobnu floru. Bakterije za 
testiranje moraju prvo biti izolovane kao zasebne kolonije nanošenjem uzorka u prugama na ploče sa odgovarajućim podlogama.

PROCEDURE
Obezbeđeni materijal: BD BBL Cefinase diskovi, 50 komada u kaseti.
Materijal koji je potreban, ali nije obezbeđen: Pomoćni reagensi, organizmi za kontrolu kvaliteta i laboratorijska oprema potrebna 
za proceduru.

Procedura testa:
1.  Pomoću dozera za jedan disk, dozirajte potreban broj diskova iz kutije u praznu Petrijevu posudu ili na mikroskopsku pločicu.
2.  Navlažite svaki disk jednom kapi prečišćene vode.
3.  Pomoću sterilisane omče ili štapića za nanošenje leka, prenesite nekoliko dobro izolovanih sličnih kolonija i nanesite ih na 

površinu diska.
4.  Posmatrajte disk da biste utvrdili da li ima promene u boji.
5.  Druga mogućnost: Navlažite disk jednom kapi prečišćene vode pomoću pincete, a zatim razmažite po koloniji.
Korisnička kontrola kvaliteta: Referentne kulture za kontrolu treba testirati uporedo sa svakom grupom nepoznatih bakterija. 
Sledeći organizmi se preporučuju kao grupe bakterija za testiranje.

Grupa bakterija za testiranje Očekivani rezultati
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pozitivna
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Negativna

Zahtevi za kontrolu kvaliteta se moraju ispuniti u skladu sa važećim lokalnim, državnim i/ili saveznim propisima ili potrebama 
akreditacije i standardnim procedurama za kontrolu kvaliteta vaše laboratorije. Preporučuje se da korisnik pogleda relevantna CLSI 
uputstva i CLIA propise kako bi se upoznao sa odgovarajućim procedurama za kontrolu kvaliteta.
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REZULTATI I TUMAČENJE
Pri pozitivnoj reakciji doći će do promene boje iz žute u crvenu na mestu gde je kultura naneta. Napomena: Do promene boje obično 
ne dolazi na celoj površini diska. Pri negativnom rezultatu neće biti nikakve promene boje na disku.
Za većinu grupa bakterija pozitivan rezultat se dobija u roku od 5 minuta. Međutim, kod nekih stafilokoka potrebno je i do jednog 
sata da bi se dobile pozitivne reakcije.

Organizam Rezultat Približno trajanje reakcije Tumačenje

Staphylococcus aureus Pozitivna 1 sat
Otporna na penicilin, ampicilin, karbenicilin i tikarcilin. 
Verovatno osetljiva na cefalotin, meticilin, oksacilin, 
nafcilin i druge peniciline otporne na penicilinazu.*

Haemophilus influenzae Pozitivna 1 minut Otporna na ampicilin. 
Osetljiva na cefalosporine.*

Neisseria gonorrhoeae i 
Moraxella catarrhalis Pozitivna 1 minut Otporna na penicilin.

Enterococcus faecalis Pozitivna 5 minuta Otporna na penicilin i ampicilin.

Anaerobne bakterije Pozitivna 30 minuta

Verovatno će biti identifikovana vrsta Bacteroides. 
Verovatno otporna na penicilin, a može da bude 
otporna i na cefalosporine uključujući cefotaksim i, 
u retkim slučajevima, cefoksitin.

* Osetljivost treba potvrditi testovima osetljivosti koji zavise od rasta.
 Negativni rezultati nagoveštavaju, ali ne garantuju osetljivost.

OGRANIČENJA PROCEDURE
Efikasnost ovog testa pri predviđanju otpornosti mikroorganizama na β-laktam sa izuzetkom vrsta Neisseria gonorrhoeae, 
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, stafilokoka, enterokoka i izvesnih anaerobnih bakterija nije dokazana.
Retki su slučajevi u kojima je otpornost na antibiotike sa β-laktamom pronalažena kod nekih od gorenavedenih organizama, 
a da u njima ne nastaju β-laktamaze.30,31 U tim slučajevima, pretpostavljeno je postojanje mehanizama otpornosti kao što je 
propustljivost barijera. Iz tog razloga, test na β-laktamazu treba koristiti kao brzu dopunu konvencionalnih testova osetljivosti, a 
ne kao zamenu za njih.
Kod nekih grupa stafilokoka,13 naročito kod S. epidermidis, ustanovljena je moguća β-laktamaza koja može da izazove lažnu 
negativnu reakciju na β-laktamazu i sojeve bakterija otporne na penicilin ili ampicilin.

SPECIFIČNE FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE
U komparativnoj studiji četiri metode za otkrivanje aktivnosti β-laktamaze u anaerobnim bakterijama, utvrđeno je da njihovo 
slaganje sa standardnim testom koji koristi filter-papir zasićen nitrocefinom procentualno izgleda ovako: Cefinase, 100%; 
piridin-2-azo-p-dimetilanilin cefalosporin, 96%; disk sa penicilinazom koji koristi bromkrezol purpurni pH indikator, 72%; 
jodometrijska tehnika sa pločicom, 78%.32

DOSTUPNOST
Kataloški broj Opis
231650  BD BBL Cefinase, 50
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Nitrocefin is a product of Glaxo Research; distributed exclusively by BD Diagnostics.
ATCC is a trademark of American Type Culture Collection.
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