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Postoje različite metode za detekciju ß-laktama
za. Metoda koja će biti korištena u određenom 
slučaju, ovisi o materijalu, tipu enzima i hitnos
ti rezultata. Većina ß-laktamaza koje proizvode 
gram-pozitivni organizmi su inducibilne i pojav
ljuju se u značajnim količinama jedino u prisus
tvu induktora. Mnogo je jednostavnije vršiti de
tekciju ß-laktamaza gram-pozitivnih bakterija, jer  
one proizvode navedene enzime u većim 
količinama i izlučuju ih u okolni medij. Beta-lak- 
tamaze gram-negativnih bakterija su smještene 
intracelularno

Ključne riječi: beta-laktamaza

u periplazmatskom prostoru, pa ih je u većini 
slučajeva potrebno osloboditi iz stanice so- 
nifikacijom ili osmotskim šokom. Iznimke su N. 
gonorrhoeae, H. influenzae, B. fragilis. Kod tih 
vrsta nema barijere između enzima ili supstra
ta, ili je ona vrlo slabo izražena.

Metode koje koristimo za detekciju ß-laktama- 
za se dijele na acidimetrijske, jodometrijske, 
mikrobiološke, kromogene i fluorescentne.

ß-laktamaze su enzimi koji hidroliziraju cikličku 
amidnu vezu u ß-laktamskom prstenu penicilina i 
cefalosporina. I drugi mikrobni enzimi, kao što su 
acilaze i esteraze, mogu razgraditi ß-laktamski an
tibiotik. Esteraze mikrobnog porijekla su relativno 
rijetke i nemaju većeg značenja. Acilaze koje proiz
vodi veliki broj mikroorganizama, uklanjaju acil- 
ni postranični lanac i dovode do formiranja 6-ami- 
nopenicilinske kiseline (6-APA) što rezultira u sma
njenju antimikrobne aktivnosti (27,21,6). Amilaze 
djeluju na peptidnu vezu prostetične grupe (10).

Tehnike koje koristimo za određivanje ß-laktamaze 
ovise o materijalu iz kojeg se vrši mjerenje, o tipu 
enzima i hitnosti rezultata. Većina ß-laktamaza, koje 
proizvode gram-pozitivne bakterije, su inducibilni 
enzimi koji se pojavljuju u značajnim količinama 
jedino u prisustvu induktora. Ti enzimi su također 
u većini slučajeva ekstracelularni i secerniraju se u 
okolni medij.

Ekstracelularna priroda gram-pozitivnih ß-lak- 
tamaza omogućava relativno laku detekciju, iako je 
u većini slučajeva potrebna indukcija da bi se odredio 
puni kapacitet proizvodnje enzima (21,28,19).

Gram-negativni organizmi imaju intracelularne 
ß-laktamaze, pa je zbog toga potrebno izvršiti 
oslobađanje enzima iz stanice ultrazvučnim vibraci
jama ili osmotskim šokom (27). Izuzetak su naj- 
serije i Heamophilus influenzae kod kojih nije 
potrebna prethodna obrada, ß-laktamaze gram-ne

gativnih organizama mogu biti konstitutivne ili in
ducibilne. Ako sumnjamo na inducibilne ß-laktamaze, 
potrebno je da organizam preinkubiramo u prisus
tvu benzilpenicilina (100-200mg/L). Indukcija se može 
djelotvorno dokazati jedino određivanjem slobodnog 
enzima (uklanjanjem staničnog detritusa).

Kada određujemo produkciju ß-laktamaze gram- 
-pozitivnih organizama, najpovoljnije je koristiti 
benzilpenicilin kao supstrat, jer su ti enzimi uglav
nom penicilinaza tipa (27). Među gram-negativnim 
organizmima proizvođači grupe I trebaju biti testi
rani uz cefalosporin kao supstrat, najbolje cefalori- 
din. Svi ostali organizmi te skupine mogu se testi
rati pomoću ampicilina ili benzilpenicilina kao 
supstrata (27).

Najčešće korištene metode su acidimetrijske, 
jodometrijske, mikrobiološke ili kromogene (27,28).

1. ACIDIMETRIJSKE METODE
Hidroliza penicilina ili cefalosporina katalizira- 

na ß-laktamazama izaziva stvaranje dodatne karbok- 
silne grupe, što se može dokazati ph indikatorom, 
kao što je fenilno crvenilo (27,28,1).

a. Acidimetrijski test na trakama filter papira 
600 mg benzilpenicilina se otapa u 4 ml 0.1% 

vodene otopine bromkrezol purpura koji sadržava 
0.05 ml 0.1 M natrijevog hidroksida. Filter papir se 
uranja u navedenu otopinu i odmah suši u desika- 
toru. Nakon sušenja se izreže u trake (0.6 x 1.2 cm).
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Trake se mogu koristiti nekoliko mjeseci ako se 
čuvaju na 4° C uz silika gel da ne upiju vlagu. Pri 
izvođenju testa jednu kap destilirane vode kapnemo 
na traku filter papira. Ezom se pokupi nekoliko 
kolonija ispitivanog soja i povuče se crta uzduž trake, 
ß-laktamaza producenti mijenjaju boju trake iz 
ljubičaste u žutu u roku od 5 do 10 minuta. Sojevi 
koji ne proizvode ß-laktamazu, ne mijenjaju boju 
trake, ili je čine još tamnije purpurnom (27,23). 
Postoji modifikacija te metode uz korištenje An- 
dradeovog indikatora, ß-laktamaza producenti mije
njaju boju indikatora u ružičastu (25,24).

b. Acidimetrijski test u kapilarnim cjevčicama
Reagens pripremamo dodavanjem 2 ml 0.5%

otopine fenolnog crvenila u 16.6 ml sterilne desti
lirane vode koja sadrži 210 jedinica penicilina (12g). 
Natrijev hidroksid (IM) se dodaje kap po kap dok 
otopina ne poprimi ljubičastu boju. Test-otopina se 
razlijeva u epruvetu. Reagens može stajati na 
-60 °C tjedan dana. Kada se epruvete otope, mogu 
se držati na 4 °C tokom jednog radnog dana. Duže 
čuvanje se ne preporučuje zbog hidrolize penicilina. 
Test se izvodi u kapilarnim cjevčicama. One se ura
njaju u reagens tako da tekućina ulazi u cjevčicu u 
dužini od 1 do 2 cm. Nakon toga se vrhom cjevčice 
pokupi nekoliko kolonija sa krute hranjive podloge, 
tako da uđu u donji dio cjevčice u obliku čepa. Prazni 
kraj cjevčice se začepi plastičnim čepom i inkubira 
na sobnoj temperaturi, ß-laktamaza pozitivni sojevi 
mijenjaju boju reagensa u žuto u roku od 5 do 15 
minuta. Benzilpenicilin se u pokusu može zamije
niti ampicilinom. Kod izvođenja testa treba paziti 
da zrak ne uđe između sloja bakterija i reagensa 
(27,20,10). Metoda je pogodna za detekciju rezistencije 
na penicilin StaphyJococcus-a aureus-a.

c. Acidimetrijski test na agar-pločama
Acidimetrijski test na agar-pločama naročito je

pogodan za detekciju ß-laktamaze S. aureus-a. Za 
izvođenje tog testa potrebno je pokupiti nekoliko 
kolonija sa krute hranjive podloge i zasijati ih na 
Muller-Hinton agar tako da se dobije konfluentni rast 
soja na površini ploče Zatim se postave dikloksaci- 
linski (1 /Mg) i cefalotinski (30 /ig) disk na zasijanu 
podlogu. Inkubira se na 35 do 37 °C 4 do 5 sati kako 
bi se omogućio porast stafilokoka. Produkcija pe
nicilinaze je inducirana dikloksacilinom i cefaloti- 
nom, koji difundiraju na agar. Nakon inkubacije treba 
preliti ploču sa 4 ml 1.5% vodene otopine agara 
(ohlađene do 50 °C) koja sadržava 1 ml PNCB re
agensa (N-fenil-1 naftilamin-azo-O-karboksibenzen). 
Treba pričekati dok se agar ne skrutne i zatim preliti 
rubove inhibicijske zone, oko 2 diska, sa nekoliko 
kapi 10% otopine penicilina G koji služi kao sup
strat za enzim. Hidroliza penicilina oslobađa dodatnu 
karboksilnu grupu, što snižava pH. PNCB indika
tor formira purpurni precipitat oko penicilinaza

producirajućih kolonija. Najbolje je upotrebljavati 
Mueller-Hinton agar. Infuzijski krvni i moždano- 
-srčani infuzijski agar ne zadovoljavaju i treba ih izb
jegavati. Većina sojeva daje pozitivnu reakciju un
utar 4 do 5 minuta, ali za neke sojeve je potrebno 
produžiti inkubaciju na 35 do 45 minuta (1).

d. Acidimetriski test na celuloznim acetatnim 
membranama

Soj se inokulira na površini celulozne acetatne 
membrane, koja je prethodno položena na ploču 
hranjivog agara. Inokulum se nanosi u količini od
0.1 ml pogodno razrijeđene kulture, koji se sa stak
lenim štapićem razmaže po površini membrane 
tako da se dobije 100 - 200 kolonija po membrani. 
Inokulirane membrane se inkubiraju preko noći. 
Nakon inkubacije, membrane se odstranjuju sa ploče
i polažu na Whatman 1 filter papir, prethodno uro
njen u otopinu penicilina G (25000 jedinica/ml sa 
2% Andradeovim indikatorom). Nakon nekoliko 
minuta ß-laktamaza producirajuće kolonije razvija
ju ružičastu boju koja sporo prodire u filter papir. 
Za slabe proizvođače ß-laktamaze potrebno je 
produžiti period inkubacije do 2 sata (12).

e. Acidimetrijski test u epruvetama
Reagens za detekciju ß-laktamaze se priprema 

otapanjem 1,000.000 jedinica penicilina G u 4.5 ml 
destilirane vode. Zatim se dodaje 0.5 ml 0.5% vodene 
otopine fenolnog crvenila. Na kraju se dodaje 1 kap 
IM natrijeve lužine što daje otopini ljubičastu boju.

Inokulum za test se priprema suspendiranjem 
kolonija starih 18 do 24 sata sa krute podloge, u 
sterilnoj fiziološkoj otopini, tako da se dobije 
zamućenje koje odgovara standardnoj suspenziji po 
Mc Farlandu br. 5.

Tri kapi ß-laktamaza reagensa se dodaju u
0.5 ml bakterijske suspenzije i sadržaj se lagano 
mućka. Ako dođe do promjene boje iz ljubičaste u 
žutu unutar jedne minute, test se interpretira kao 
pozitivan. Dvije epruvete služe kao kontrole. Nega
tivna kontrola sadrži 0.5 ml fiziološke otopine i tri 
kapi test reagensa. Pozitivna kontrola sadržava
0.5 ml fiziološke otopine, 1 kap otopine penicilina 
(400.000 jedinica/ml) i tri kapi test reagensa.

Ako se boja reagensa ne mijenja ili se mijenja u 
crvenkastu ili ružičastu boju, test se interpretira kao 
negativan. Promjena boje nakon 45 sekundi se ne 
uzima u obzir jer može biti posljedica spontane 
hidrolize penicilina (8,15).

2. JODOMETRIJSKE METODE

Produkti ß-laktamske hidrolize djeluju kao re- 
ducensi, uklanjajući jod iz kompleksa sa 
škrobom što rezultira gubitkom plave boje 
(27,28,3,17,26,30,22,14).
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a. Jodometrijski test na traci filter papira
Trake Whatman 3 filter papira se uranjaju u 1%

otopinu benzilpenicilina uz 0.2% škroba. Nakon 
sušenja na sobnoj temperaturi, trake se pohranju
ju na -20°C. Prilikom izvođenja testa trake se vlaže 
jodnom otopinom (2.03 g joda i 53.2 g kalijevog 
jodida u 100 ml vode) tako da nastane plava boja. 
Zatim se ezom pokupi nekoliko kolonija sa krute 
hranjive podloge i povuče crta uzduž trake. U prisut
nosti ß-laktamaze doći će do hidrolize supstrata do 
peniciloične kiseline, što dovodi do dekolorizacije 
kompleksa škrob-jod, ostavljajući bijelu crtu uzduž 
poteza eze. Pozitivni rezultat je vidljiv unutar 2 do 
5 minuta (27,28,9).

b. Jodometrijski test u epruveti
Reagensi:
• 1% otopina škroba u destiliranoj vodi (proku

hana do otapanja),
• jodni reagens,
• benzilpenicilin 10000 jedinica (6.06mg/L) u 0.1 

M fosfatnom puferu (pH 7).
Otopina penicilina se rastače u epruvete u količini 

od 0.5 ml. Test se može izvoditi i kao mikrometo- 
da u mikrotitar pločicama. Testirani soj se pokupi 
ezom sa krute podloge i suspendira u otopini pe
nicilina tako da se postigne gustoća od najmanje IO9 
stanica /ml. Nakon jednog sata stajanja na sobnoj 
temperaturi, dvije kapi škroba se dodaju suspenziji, 
nakon čega se umiješa jedna kap jodnog reagensa. 
Plava boja nastaje odmah zbog formiranja kom
pleksa škrob-jod. Perzistencija plave boje duže od 10 
minuta znači negativan ishod testa. Rapidna dekolori- 
zacija indicira aktivnost ß-laktamaze uz uvjet da ne
gativne kontrole ne pokazuju takvu reakciju 
(27,28,15).

c. Jodometrijski test na agar pločama
Organizam se zasije u obliku crte na agar ploče

koje sadržavaju 2% škroba. Ploče se inkubiraju preko 
noći, a zatim se preliju sa 1% otopinom benzilpe
nicilina i ostave 15 minuta stajati na sobnoj tem
peraturi. Nakon toga se penicilin odlije sa ploče i 
zamijeni jodnom solucijom, ß-laktamaza producirajuće 
kolonije imaju bezbojni halo koji odudara od plave 
pozadine (27,28).

3. MIKROBIOLOŠKE METODE

Nakon hidrolize pod djelovanjem ß-laktamaza, 
ß-laktamski antibiotici gube svoju antibakterijsku 
aktivnost što je osnova za testiranje mikrobiološkim 
metodama. Mikrobiološke metode nisu specifične za 
aktivnost ß-laktamaze. Aktivnost acilaze možemo 
eliminirati drugim tehnikama (27).

A. TEST LISTA DJETELINE (’’CLOVER LEAF")
Ploča agara se prelije sa kulturom stafilokoka 

NTCC 6571 da se dobije konfluentni rast. Ampici-

linski disk se stavlja u centar ploče, a testirani sojevi 
se zasiju u obliku crte radijarno od diska. Ploča se 
inkubira preko noći. Ukoliko testirani mikroorga
nizam proizvodi ß-laktamazu, porast će u obliku 
ureza unutar cirkularne zone inhibicije stafilokoka. 
Ako koristimo čokoladni agar ili drugi obogaćeni 
medij, metodu možemo koristiti za detekciju ß-lak
tamaze. N. gonorrhoeae i H. influenzae. Metoda je 
vrlo osjetljiva. Nedostatak je veliki utrošak vreme
na (27).

Modifikacija te metode je opisana za H. influenzae. 
Sojevi H. influenzae koji su rezistentni na ampici
lin obično proizvode ß-laktamazu. Test za ß-laktama- 
zu se može koristiti ako se otkrije taj specifičan vid 
rezistencije.

Izvodi se tako da se kultura Staphylococcus-a 
aureus-a prelije ili premaže brisom na ploču čokolad
nog agara, tako da se dobije konfluentni rast. Ampi- 
cilinski disk (10 /ig) se stavlja u centar ploče i obilni 
inokulum testiranog soja se zasijava radijarno u 
jednom smjeru i kontrolni soj u suprotnom smjeru 
tako da se dobije rast kolonija širok oko 0.25 cm. 
Ploča se inkubira u 5% C02 na 37°C 18 sati. Ako 
soj H influenzae proizvodi ß-laktamazu, porast sta
filokoka i hemofilusa se sastaju u oštrom kutu 
formirajući vršak usmjeren prema antibiotskom dis
ku, a zona inhibicije ima oblik srca. Nekoliko soje
va može biti testirano na jednoj ploči (16).

B. DVOSTRUKI DISK DIFUZIJSKI TEST
Ploče se zasijavaju sa sojem stafilokoka NCTC 

6571. Disk ampicilina ili cefaloridina (30 \xg) se stav
lja u sredinu ploče. Diskovi filter papira se uranja
ju u bujonsku kulturu testiranog mikroorganizma 
staru 6 sati i lociraju se na ploču na udaljenosti od 
20 mm od antibiotiskog diska. Ploče se inkubiraju 
preko noći na 37°C. Porast stafilokoka oko vanjskog 
satelitskog diska dokazuje produkciju ß-laktamaze 
(27).

Metoda je vrlo osjetljiva i može se koristiti za 
detekciju cefalosporinaza (grupa I enzima po Rich- 
mondu i Sykesu).

4. KROMOGENE METODE

Hidroliza određene molekule koja sadržava ß-lak- 
tamski prsten, dovodi do formiranja produkta koji 
ima apsorpcijski maksimum u drugom dijelu vidnog 
spektra u odnosu na početnu komponentu. U tom 
smislu prisutnost ß-laktamaze može biti dokazana 
promjenom boje otopine (27).

A. CEFALOSPORIN 87/312 (NITROCEFIN)
U vodenoj otopini pri pH 7, ta molekula ima 

apsorpcijski maksimum kod 368 nm, što je vezano 
uz intaktni ß-laktamski prsten. Hidroliza te kompo
nente, pod djelovanjem ß-laktamaze, rezultira u 
pomaku apsorpcijskog maksimuma sa 368 na 
483 nm. Ta promjena apsorpcijskog spektra re
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zultira u promjeni boje solucije iz žute u crvenu 
(27,28,18,13,7). Komponenta se koristi u koncentraciji 
od 200 do 500 mg/L, otapa se u dimetilsulfoksidu i 
zatim diluira u fosfatnom puferu pH 7. Ako otopinu 
držimo u mraku na 4°C, ona može zadržati svoju 
aktivnost mjesecima. Postoje različite metode detekcije 
ß-laktamaze upotrebom nitrocefina.

METODA NA PLOČI
Ako otopinu nitroceflna kapnemo na ß-laktamaza 

producirajuće kolonije na krutoj podlozi, kolonije i 
okolni medij poprime crvenu boju. Produkcija boje 
najčešće nastupa odmah, ali kod slabih produktora 
ß-laktamaze može proteći do 15 minuta. U prisut
nosti agara, promjena boje je prolazna i nestaje za
2 do 3 sata.

METODA U .TEKĆOJ KULTURI
Otopinu Nitrocefina možemo dodati u tekuću 

kulturu mikroorganizama. Kultura mijenja boju u 
crvenu ukoliko se radi o ß-laktamaza producirajućem 
soju. Za slabe produktore ß-laktamaze potreban je 
duži period inkubacije (do 30 minuta).

METODA SA STANIČNOM SUSPENZIJOM
Bakterijska suspenzija se pripremi tako da se 

pokupi nekoliko kolonija testiranog mikroorganiz
ma sa krute podloge i emulziflcira ih se u sterilnoj 
fiziološkoj otopini. Alikvoti od 50 /A se razlijevaju 
u bunariće u pločicama koji sadržavaju 50 /a1 otopine 
Nitrocefina. Pojava crvene boje unutar 30 minuta 
ukazuje na prisustvo ß-laktamaze (27).

Kromogena metoda sa Nitroceflnom predstavlja 
jednu od najosjetljivijih metoda za detekciju ß-lak- 
tamaze gram-pozitivnih bakterija osim ß-laktamaze 
tipa I B. cereus-a. Vrlo je jednostavna za korištenje 
i daje odmah rezultat. Specifična je za ß-laktamaze. 
Za veliki broj mikroorganizama najbolje je kapnuti 
otopinu Nitroceflna na kolonije na krutoj podlozi. 
Metoda sa staničnom suspenzijom pouzdana je de
tekcija ß-laktamaza gram-pozitivnih organizama i za 
ß-laktamaza producirajuće sojeve B. fragilisa, N. 
gonorrhoeae i H influenzae. Za većinu gram-nega- 
tivnih organizama potrebno je razbiti stanicu so- 
nifikacijom da bi se oslobodio enzim vezan u 
periplazmatskom prostoru (27).

B. N-(2-FURYL) ACRYLOYL PENICILIN
Ta komponenta podliježe hidrolizi ß-laktamazom 

tipa I, izoliranom iz B. cereusa 569/H. Hidroliza 
ß-laktamskog prstena je praćena promjenom apsor
pcije, uz smanjenje apsorpcije na 330 nm. Nije 
poznato kako supstanca reagira sa ostalim ß-lak- 
tamazama (27).

C. PYRIDINIUM 2-AZO-P-DIMETILANILIN 
KROMOFOR (PADAC)

Pyridinium 2-azo-p-dimetilanilin (PADAC) je 
ß-laktamaza labilni kromogeni cefalosporin. On se 
dodaje u agar ploče koje se nakon toga zasiju testi
ranim sojem u obliku mrlje i inkubiraju na 37°C

18 sati. Ukoliko soj proizvodi ß-laktamazu nastat će 
žuta zona hidrolize PADAC-a oko kolonija. Metoda 
je semikvantitativna jer je promjer zone hidrolize pro
porcionalan sa aktivnošću ß-laktamaze.

PADAC se otapa u dimetilsulfoksidu i razrjeđuje 
u 100 mM fosfatnom puferu (pH7) tako da se dobije 
500 /xM otopina PADAC-a. Srčani infuzijski agar se 
priprema sa 90% destilirane vode, autoklavira i hladi 
na 50°C. PADAC otopina se zatim miješa u omjeru 
1:9 (v/v) sa agarom i mješavina se razlijeva u količini 
od 16 ml u Petrijeve zdjelice. Agar ploče se mogu 
čuvati na 4°C kroz 2 tjedna. Prije upotrebe treba 
ih osušiti na 37°C 30 minuta. Nakon toga se svježa 
kultura testiranog soja nanosi u količini od 5 /xl 
(IO4 stanica) u obliku mrlje. Nakon inkubacije od 
18 sati, na 37°C očitava se promjer hidrolize 
PADAC-a oko kolonija. Rezultat se izražava u mm. 
Ako nema zone hidrolize oko kolonija, rezultat se 
izražava kao 6 mm, što je prosječni promjer bak
terijske kolonije nakon 18 sati inkubacije (13,2,11,15).

5. FLUORESCENTNE METODE

Fluorescentne metode dokazuju razgradne 
produkte ß-laktamskog prstena koji nastaju pod 
djelovanjem ß-laktamaza. Utvrđeno je da su produkti 
alkalne hidrolize ampicilina i cefaleksina visoko flu
orescentni kod pH 4.2 i 5 u prisutnosti formalde- 
hida, nakon zagrijavanja na 100°C kroz 30 minu
ta, što je osnova za fluorimetrijsko mjerenje tih an
tibiotika. Ukoliko se reakcijska smjesa grije na 45°C
10 minuta u prisutnosti 0.78 M natrijevog tartara- 
ta, otopljenog u 12% formaldehidu (pH 4.5), samo 
razgradni produkti postaju fluorescentni. To je 
omogućilo razvoj nove metode za detekciju ß-lak
tamaze (4).

ß-laktamski antibiotik se otapa prema preskripciji 
i razlijeva u epruvete u količini od 250 n 1. Nakon 
toga se unosi inokulum pomoću posebnog aplikatora 
koji pokupi sa podloge količinu soja koja bi stala u 
ezu promjera 2 mm, miješa se supstratom i inku- 
bira se 5 minuta na 45°C ili 15 minuta na 37°C. 
Neinokulirane supstratne kontrole se pripremaju na 
isti način. Nakon inkubacije dodaje se 50 /xl fluo
rescentne otopine. Reakcijska mješavina se inkubi- 
ra na 45°C 10 minuta. Nakon toga se aplikatorom 
nanosi smjesa na 3 MM Whatmann filter papir da 
se formira mrlja veličine 8 mm. Intenzitet fluores
cencije svake mrlje se uspoređuje sa neinokulira- 
nom kontrolom pod UV lampom, a rezultat se 
očitava kao negativan, slabo pozitivan ili pozitivan 
(5,29).

Fluorescentna metoda je specifična za mikrobe 
ß-laktamaze, omogućuje simultanu detekciju i dife
rencijaciju penicilinaze i cefalosporinaze, razlikuje 
ß-laktamaze od acilaze i važna je za direktnu detekci
ju ß-laktamaza u kliničkom materijalu (4,5).
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Abstract

DETECTION OF BETA-LACTAMASES

Branka Bedenić

"Andrija Štampar" school of public health, Zagreb

There are different methods for detection of 
ß-lactamases. The method that will be used de
pends on the material, type of enzyme and ur
gency of results. Most ß-lactamases produced by 
gram-positive organisms are inducible enzymes 
that appear in significant amounts only in the 
presence of an inducer. It is easier to detect 
ß-lactamase production in gram-positive organ
isms because they produce these enzymes in

higher amounts and they are secreted extracel- 
lulary. Gram-negative organisms produce ß-lac- 
tamases that are located intracellulary in the 
periplasmic space and it is therefore much more 
dificult to detect them. In most cases the en
zymes must be released from the cells by soni- 
cation or osmotic shock. The exceptions are N. 
gonorrhoeae, H. influenze, B fragilis.  In these 
strains there is little or no barrier separating 
enzyme and substrate. The methods most fre
quently used for the detection of ß-lactamase are 
acidimetric, iodometric, microbiological, chro- 
mogenic and fluorescent methods.
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