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PRZEZNACZENIE

Krazki Cefinase stuza do szybkiego wykrywania B-laktamazy wytwarzanej przez wyizolowane kolonie
Neisseria gonorrhoeae, gatunki Staphylococcus, Haemophilus influenzae, enterokoki i bakterie
beztlenowe.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIA

Od dawna jest znana zdolnos¢ niektérych bakterii do wytwarzania enzymoéw, ktére dezaktywuja
antybiotyki B-laktamowe, np. penicyliny i cefalosporyny. W roku 1940 Abraham i Chain po raz pierwszy
rozpoznali aktywnos¢ enzymatyczng bakterii Escherichia coli, ktére powoduja dezaktywacje penicyliny!.
Od tej pory wyizolowano z réznych gatunkéw bakterii bardzo wiele podobnych enzyméw o nieco
odmiennej specyficznosci substratowej. Niektoére z nich, nazywane penicylinazami, selektywnie hydrolizujg
antybiotyki z klasy penicyliny (tj. penicyline G, ampicyling, karbenicyling). Inne, nazywane
cefalosporynazami, selektywnie hydrolizuja antybiotyki z klasy cefalosporyn (tj. cefalotoksyne, cefaleksyne,
cefadryne). Jeszcze inne enzymy hydrolizuja zaréwno cefalosporyny, jak i penicyliny2.

Rozne firmy farmaceutyczne opracowatly wiele antybiotykow z klasy penicyliny i cefalosporyny, opornych
na B-laktamaze. Jedna z grup stanowig penicyliny pétsyntetyczne: metacylina, oksacylina i inne, oporne na
penicylinazy, wytwarzane przez gronkowce3. Opracowano tez wiele cefalosporyn o réznym stopniu
opornosci na B-laktamazy. Naleza do nich cefalosporyny drugiej generacji (cefotoksyna, cefamandol

i cefuroksim) oraz cefalosporyny trzeciej generacji (cefotaksim, moksalaktam, cefoperazon i inne)3.

Opracowano rézne testy kliniczne do wykrywania B-laktamaz. Testy te dostarczaja szybkiej informacji o
przewidywanym rozwoju opornosci. Interpretacja wynikow testéw B-laktamazy musi uwzglednia¢:
wrazliwos$¢ testu na rézne klasy enzymow B-laktamazy, typy B-laktamaz wytwarzanych przez rézne grupy
taksonomiczne drobnoustrojéw oraz wtasciwosci substratéw réznych p-laktamaz.

Do najczesciej stosowanych procedur klinicznych nalezg: metoda jodometryczna, metoda acydymetryczna
i rézne substraty chromogeniczne>. Testy jodometryczne i acydymetryczne przeprowadza sie zwykle przy
uzyciu penicyliny jako substratu, zatem mogg one wykrywac wytgcznie enzymy hydrolizujgce penicyline.
Jedna z cefalosporyn chromogenicznych, PADAC (Calbiochem-Behring) okazata si¢ skuteczna w wykrywaniu
wiekszosci znanych B-laktamaz oproécz kilku penicylinaz wytwarzanych przez gronkowce i kilku B-laktamaz
wytwarzanych przez bakterie beztlenowe®. Inna sposrod cefalosporyn chromogenicznych, nitrocefina
(Glaxo Research), okazata sie skuteczna w wykrywaniu wszystkich znanych B-laktamaz, w tym penicylinaz
wytwarzanych przez gronkowce’-9.

Dla wielu grup taksonomicznych mikroorganizméw, np. Enterobacteriaceae, test B-laktamazy ma
niewielka wartos¢, poniewaz w obrebie grupy lub nawet pojedynczego szczepu mogg by¢ wytwarzane
bardzo rozne B-laktamazy o réznej specyficznosci substratowej0.

W przypadku innych bakterii, np. opornych na penicyline Neisseria gonorrhoeae'', Staphylococcus aureus'2.13,
Moraxella catarrhalis'4, oraz opornych na ampicyline Haemophilus influenzae59.15, oporne szczepy
wytwarzaja tylko jedna klase enzymow. Test B-laktamazy przeprowadzany na tych mikroorganizmach
umozliwia przewidywanie opornosci bezposrednio po pierwotnej izolacji, 18-24 h wczesniej niz beda
dostepne wyniki badan wrazliwosci na podstawie wzrostu.

Ze wzgledu na nieznaczne wystepowanie enterokokow wytwarzajacych p-laktamaze, przy niskim stezeniu
w inokulum szczepy moga pozostac niewykryte przez procedury badania wrazliwosci, dlatego zaleca sie
rutynowe badanie przesiewowe przy uzyciu krazkéw z nitrocefing'e.

U bakterii beztlenowych zaleznos¢ pomiedzy wytwarzaniem B-laktamazy, a opornoscig na antybiotyki
B-laktamowe jest ztozona, podobnie jak w przypadku Enterobacteriaceae. -laktamazy wykrywa sie
najczesciej w szczepach Bacteroides'?, jednak spotyka sie rowniez wytwarzajace B-laktamazy szczepy
Clostridium butyricum, C. perfringens i Fusobacterium sp.18.19. W grupie Bacteroides, moga by¢
wytwarzane rézne enzymy o réznych wiasciwosciach substratowych. f-laktamazy wykrywane czesto

w szczepach Prevotella melaninogenica i P. oralis sa zazwyczaj swoiste dla penicylin (penicilinazy)2°,
natomiast B-laktamazy wykrywane czesto w grupie B. fragilis s cefalosporynazami2'.22, W grupie B.
fragilis wykryto wiele cefalosporynaz, a wérdd nich kilka bardzo aktywnych enzymoéw, ktére moga
hydrolizowa¢ niektére cefalosporyny uznawane za oporne wobec B-laktamazy, np. cefotaksim?23.24,
Rozpoznano takze rzadkie szczepy, ktére bardzo silnie hydrolizujg wszystkie znane B-laktamy, w tym
cefotosyne24.25,

Chociaz najbardziej aktywne przeciwko cefalosporynom sa p-laktamazy wytwarzane przez grupe

B. fragilis, wigkszos$¢ szczepdw wykazuje opornos¢ na penicyline, karbenicyling i ampicyline w testach
wrazliwosci zaleznej od wzrostu'7.26, Obserwacje te wskazuja, ze grupa B. fragilis moze by¢ swoiscie
oporna na penicyliny ze wzgledu na takie czynniki, jak bariery przenikalnosci22, lub ze p-laktamaza jest
wytwarzana w ilosciach wystarczajacych do przezwyciezenia stosunkowo powolnej hydrolizy enzymu
przez penicyline. O istotnej roli B-laktamazy w opornosci na penicyliny s$wiadczy fakt, ze potaczenie kwasu
klawulanowego (inhibitora B-laktamazy) z penicylinami jest kilkakrotnie aktywniejsze przeciwko B. fragilis
niz sama penicylina2’.

Niezaleznie od przyczyny badz przyczyn opornosci B. fragilis na penicyling, za oporne nalezy
prawdopodobnie uzna¢ wszystkie szczepy?8. Inne Gram-ujemne szczepy beztlenowe sg prawdopodobnie
wrazliwe na penicyline, dopoki sa ujemne dla B-laktamazy28.

ZASADA PROCEDURY

Krazki Cefinase sg nasgczone chromogeniczng cefalosporyng - nitrocefing. Zwiagzek ten powoduje bardzo
szybko zmiane zabarwienia ze z6ftego na czerwone, gdy wigzanie amidowe w pierscieniu B-laktamowym
jest hydrolizowane przez B-laktamaze. Jezeli bakterie wytwarzajg ten enzym w znaczacych ilosciach,
krazek zabarwiony na z6fto zmienia barwe na czerwona w miejscach, na ktére naniesiono izolat.

Jako substraty dla konkretnych enzyméw moga stuzy¢ réwniez inne penicyliny i cefalosporyny, jednak
sposréd dostepnych w handlu B-laktaméw szerokie spektrum wrazliwosci i dziatania wykazuje nitrocefina.
Jej reakcje z innymi enzymami bakteryjnymi nie sg znane29.

Kazdy krazek stuzy do badania jednego szczepu bakterii na obecnos¢ p-laktamazy.

ODCZYNNIKI
Krazki Cefinase nasgczone nitrocefing.

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci:

Do uzytku diagnostycznego in vitro.

Krazki nie nadaja sie do testow wrazliwosci.

Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzegac zasad aseptyki i obowigzujacych srodkéw

ostroznosci, dotyczacych zagrozenia mikrobiologicznego. Po uzyciu ptytki oraz inne skazone materiaty
nalezy przed wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

Nitrocefina wywotuje mutacje pewnych szczepdw bakterii (test Amesa) i moze dziata¢ uczulajgco. Unikac
spozycia, wdychania oraz kontaktu ze skéra i oczami.

Instrukcje przechowywania: Po otrzymaniu przechowywac zamknigte opakowania w temperaturze od
-20 do +8°C. Po uzyciu kasete zawierajaca krazki Cefinase nalezy przechowywa¢ w temperaturze od -20
do +8°C w dowolnym, nieprzepuszczajacym powietrza szklanym pojemniku. Niezuzyte krazki Cefinase
nalezy wyrzuci¢ po 60 dniach od otwarcia opakowania blistrowego. Data waznosci na kasecie dotyczy
wylacznie nienaruszonych krazkéw w zamknietym opakowaniu blistrowym.

0Oznaki pogorszenia jakosci: Nie uzywac kasety, gdy krazki przebarwia sie na pomaranczowo lub

czerwono.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Procedury tej nie mozna stosowac bezposrednio do prébek klinicznych lub innych zrédet zawierajgcych

mieszang flore mikrobiologiczna. Bakterie przeznaczone do testowania nalezy najpierw wyizolowac¢ jako

odrebne kolonie, nanoszac probki na ptytki z odpowiednia pozywka hodowlana.

PROCEDURA

Materialy dostarczone: Krazki Cefinase, 50 krazkéw w kasecie.

Materiaty wymagane, ale nie dostarczone: Odczynniki pomocnicze, szczepy do kontroli jakosci oraz

sprzet laboratoryjny wymagany do wykonania tej procedury.

Procedura testowa:

1. Przy uzyciu dozownika krazkéw wytozy¢ wymagana liczbe krazkéw z kasety na pustg szalke Petriego
lub szkietko mikroskopowe.

2. Zwilzy¢ kazdy krazek kroplg wody destylowane;j.

3. Za pomocg sterylnej petli lub pateczki zdjac¢ kilka dobrze wyizolowanych podobnych kolonii i nanies¢ je
na powierzchnie krazka.

4. Obserwowac przebarwienia krazka.

5. Procedura alternatywna: Uzywajac pincety zwilzy¢ krazek kropla wody destylowanej i przeciagna¢ go
przez kolonie.

Kontrola jakosci przez uzytkownika: Dla kazdej grupy nieznanych prébek nalezy zatozy¢ hodowle
kontrolne. Jako szczepy kontrolne zaleca sie nastepujgce mikroorganizmy.

Szczep kontrolny Oczekiwane wyniki
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Wynik dodatni
Haemophilus influenzae ATCC 10211 Wynik ujemny

Musza by¢ spetnione wymagania dotyczace kontroli jakosci okreslone w odpowiednich przepisach
lokalnych i/lub krajowych albo warunkach akredytacji; konieczne jest ponadto przestrzeganie
standardowych wewnetrznych procedur kontroli jakosci danego laboratorium. Zaleca sig¢ skorzystanie z
odpowiednich wytycznych NCCLS lub przepiséw CLIA w celu ustalenia wtasciwych zasad kontroli jakosci.

WYNIKI 1 ICH INTERPRETACJA

Na reakcje dodatnia wskazuje zmiana zabarwienia z koloru zéttego na czerwony w miejscu, w ktérym byta
naniesiona hodowla.

Uwaga: Zmiana koloru nie zawsze obejmuje caty krazek. O wyniku ujemnym swiadczy brak zmiany
zabarwienia krazka.

Dla wiekszosci szczepow bakteryjnych wynik dodatni pojawia sie w ciggu 5 min. Reakcje dodatnie dla
niektoérych gronkowcéw moga jednak wystapi¢ dopiero po godzinie.



Orientacyjny

czas
Mikroorganizm Wynik reakcji Interpretacja
Staphylococcus aureus Wynik dodatni 1h Opornos¢ na penicyling,

ampicyling, karbenicyling i
tikarcyling. Prawdopodobna
wrazliwos$¢ na cefalotyne,
metycyline, oksacyline, nafcyline
oraz inne penicyliny oporne na
penicylinazy*.

Haemophilus influenzae Wynik dodatni 1 min Opornos¢ na ampicyline.
Wrazliwos¢ na cefalosporyny*.

Neisseria gonorrhoeae i

Moraxella catarrhalis Wynik dodatni 1 min Opornos¢ na penicyline.
Enterococcus faecalis Wynik dodatni 5 min Opornos¢ na penicyling

i ampicyline.
Bakterie beztlenowe Wynik dodatni 30 min Przypuszczalne rozpoznanie:

gatunki Bacteroides.
Prawdopodobna opornosé¢ na
penicyling oraz mozliwa opornos¢
na cefalosporyny, w tym na
cefotaksim, rzadko na cefoksytyne.

* Wrazliwos$¢ nalezy potwierdzi¢ w testach wrazliwosci zaleznej od wzrostu.
Wyniki ujemne sugeruja wrazliwos¢, lecz jej nie gwarantuja.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Skutecznos¢ testu w przewidywaniu opornosci mikroorganizmoéw innych niz Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, gronkowce, enterokoki i niektore bakterie beztlenowe nie
zostata potwierdzona.

Opornos¢ niektoérych sposréd powyzszych mikroorganizméw na antybiotyki B-laktamowe stwierdza sie
w rzadkich przypadkach bez wytwarzania B-laktamaz30:31. Jako mechanizmy opornosci sugeruje sie
woéweczas m.in. bariery przepuszczalnosci. Test B-laktamazy powinien by¢ zatem uzywany jako szybki test
uzupetniajacy, a nie w zastepstwie tradycyjnych testow wrazliwosci.

U niektorych szczepdw gronkowcéw!3, zwtaszcza S. epidermidis, stwierdzono indukowana B-laktamaze,
ktéra moze powodowac fatszywie ujemna reakcje B-laktamazy w przypadku szczepu opornego na
penicyling lub ampicyline.

SZCZEGOLOWA CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA

W badaniu poréwnawczym czterech metod wykrywania aktywnosci -laktamazy u baterii beztlenowych
uzyskano nastepujacy procent zgodnosci ze ,standardem”, ktérym byta nasycona nitrocefing bibuta
filtracyjna: Cefinase, 100%; pirydyno-2-azo-p-dimetylanilino- cefalosporyna, 96%; krazek z penicylilinaza
przy uzyciu purpury bromokrezolowej jako wskaznika pH, 72%; technika jodometryczna na szkietku, 78%32.

ASORTYMENT

Nr kat. Opis
231650 BBL Cefinase Discs, jedna kaseta - 50 krazkow
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