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Hrvatski

NAMJENA

Ovi se diskovi preporucuju za preliminarnu identifikaciju gram-negativnih anaerobnih mikroorganizama na temelju razlike u
osjetljivosti na protumikrobne agense. Ovaj postupak nije namijenjen terapeutskoj primjeni.

SAZETAK | OBJASNJENJE

Sutter i Finegold ukazali su na znacaj diskova s antibioticima posebnih svojstava prilikom diferencijacije bakterija Bacteroides

i Fusobacterium spp. na temelju inhibitornih obrazaca antibiotika.! Uz prou¢avanje kolonija i mikroskopsko promatranje te
ograni¢en broj biokemijskih ispitivanja obrasci su omogucéili preliminarnu identifikaciju anaerobnih mikroorganizama. Sli¢an protokol
diferencijacije prinvacen je u Centru za kontrolu i prevenciju (CDC).2

Sutter i suradnici za biljezenje osjetljivosti ili otpornosti preporucuju upotrebu diskova kanamicina od 1 mg, vankomicina od 5 pg i
kolistina od 10 ug s ¢istim kulturama na krvnom agaru Brucella s dodatkom hemina i vitamina Ky, uz zonu inhibicije od 10 mm.3 U
CDC protokolu koriste se 2 jedinice penicilina, diskovi rifampina od 15 pg i kanamicina od 1 mg na anaerobnom krvnom agaru CDC,
obogaceni medij s dodatkom hemina i vitamina K, uz veéu zonu za odredivanje kriterija.2 U protokolu ispitivanja BBL koristi se tih
pet diskova na svim medijima i uz zonu inhibicije od 10 mm.

NACELA POSTUPKA

Ovi se diskovi koriste za diferencijaciju gram-negativnih anaerobnih mikroorganizama na temelju ispitivanja Cistih kultura in vitro u
usporedbi s odabranim protumikrobnim agensima pomocu difuzijske metode u agaru. Rast mikroorganizama moze biti inhibiran
protumikrobnim agensom koji se rasprsuje iz diska stvarajuéi zonu inhibicije oko diska. Diferencijacija se temelji na prisutnosti zona
inhibicije od 10 mm ili vecih (osjetljivost) ili manjih od 10 mm (otpornost).

OPIS PROIZVODA

Ovi diskovi Siroki 6 mm napravljeni su od visokokvalitetnog apsorpcijskog papira impregniranog s toéno utvrdenim koli¢inama
protumikrobnih agensa. Pakirani su u patrone s 50 diskova. Zadnji disk u svakoj patroni ima oznaku ,X” i sadrzi lijek prema Sifri.
Patrone su namijenjene za koristenje u dozatoru za jedan disk BBL.

UPOZORENJA | MJERE OPREZA:

Za in vitro dijagnostiku.

Diskovi kanamicina Taxo od 1 mg i rifampina Taxo od 15 ug nisu namijenjeni ispitivanju osjetljivosti u terapeutskoj primjeni.
Primjenjujte asepti¢ne tehnike i utvrdene mjere opreza protiv mikrobioloskih opasnosti tijekom svih postupaka. Nakon upotrebe
plocice za ispitivanje i ostali kontaminirani materijal moraju se sterilizirati u autoklavu.

Upute za ¢uvanje:

1. Spremnike za diskove po primitku pohranite na temperaturi od -20°C do +8°C. Ako se laboratorijski hladnjak ¢esto otvara i
zatvara te se ne odrzava prikladna temperatura, u hladnjaku ostavite koli€¢inu dostatnu samo za tjedan dana.

2.  Prije otvaranja pricekajte da se spremnici zagriju na sobnu temperaturu. NeiskoriStene diskove vratite u hladnjak nakon
dovrsetka aplikacije.

3.  Prvo upotrijebite najstarije diskove.

4. Bacite diskove kojima je istekao rok trajanja. Takoder trebate baciti patrone iz kojih su tijekom tjedna diskovi ¢esto vadeni.
Bacite diskove koji su preko noci ostali u laboratoriju ili provjerite njihovu ucinkovitost.

5. Ako diskovi oblikuju netoéne zone s preporu¢enim kontrolnim organizmom, treba provjeriti cijeli postupak. Pogresna veli¢ina
zone moze biti uzrokovana diskom, inokulacijom, pripremom ili dubinom medija ili drugim faktorima.

Datum isteka odnosi se na diskove u neotvorenom spremniku koji je pohranjen prema uputama.

UZORCI

Ovi diskovi ne sluze izravnoj upotrebi s kliniCkim uzorcima niti s drugim izvorima koji sadrze mijeSanu floru. Organizam za
preliminarnu identifikaciju prvo morate izolirati kao zasebnu koloniju razmazivanjem uzorka na odgovarajuc¢i medij za kulturu.
POSTUPAK

Prilozeni materijal: Ovo pakiranje sadrzi diskove za diferencijaciju gram-negativnih anaerobnih mikroorganizama.

Potreban materijal koji se nabavlja zasebno — Mediji za dodatne kulture, reagensi, organizmi za kontrolu kvalitete i laboratorijska
oprema prema potrebi za ovaj postupak.

Postupak ispitivanja:

1. Priprema inokuluma s testnim i kontrolnim kulturama

a. Prije inokulacije otpustite poklopac epruvete s bujonom za inokulaciju (npr., Schaedlerov bujon s vitaminom Kj ili drugim
odgovaraju¢im medijem) i zagrijavajte u kipu¢oj vodenoj kupki kako bi izaSao kisik. Ponovno pricvrstite poklopac i ohladite
na sobnu temperaturu ili smanjite bujon za inokulaciju preko no¢i u anaerobnoj staklenci.

b.  Provedite bojenje po Gramu. Koristite samo ¢iste kulture.



c.  Odaberite tri ili Cetiri slicne kolonije te inokulirajte bujon za inokulaciju.

d. Inkubirajte anaerobno 18 do 24 h na temperaturi od 35°C ili dok ne primijetite jaku zamucéenost. Podesite zamuéenost da
odgovara McFarlandovom standardu br. 1 za barijev sulfat.

2. Inokulacija

a. Plocice anaerobnog krvnog agara CDC ili krvnog agara Brucella s heminom i vitaminom K zagrijte na sobnu temperaturu.
Povrsina agara trebala bi biti glatka i vlazna.

b. U roku od 15 min od pode$avanja zamucenosti inokuluma umocite sterilni Stapi¢ u ispravno razrijedeni inokulum i okrenite
ga nekoliko puta ¢vrsto prema gornjoj unutrasnjoj stijenci epruvete kako biste iscijedili viSak tekucine.

c. Inokulirajte cijelu povrSinu agara tri puta, zakrecuci plocicu za 60° izmedu razmazivanja kako biste postigli ravnomjernu
inokulaciju.

d. Vratite poklopac na plogicu i drzite plo€icu na sobnoj temperaturi 3 do 5 min kako biste omoguc¢ili apsorpciju vlage iz
inokuluma.
e. Diskove postavite na inokuliranu povrsinu agara u pravilnim razmacima pomocu sterilne pincete ili dozatora za jedan disk
te ih pritisnite sterilnom iglom ili pincetom kako bi se potpuno spojili s povr§inom medija.
f. Odmah inkubirajte na temperaturi od 35°C u anaerobnim uvjetima.
g. Pregledajte plocice nakon 48 h. Precizno izmjerite i zabiljeZite sve zone inhibicije: manje od 10 mm upuéuju na otpornost,
od 10 mm i vece upuéuju na osjetljivost.
Korisni¢ka kontrola kvalitete: Kontrolna ispitivanja pomocu poznatih kultura trebaju se provoditi prilikom svakog ispitivanja
osjetljivosti. Preporucuju se sljedeci organizmi:

Protumikrobni agens i kod

Organizam Kanamicin Rifampin Penicilin Vankomicin Kolistin
9 K RA P-2 Va-5 CL-10
Bacteroides fragilis ATCC 25285 R S R R R
Fusobacterium mortiferum ATCC 9817 S R S R S
S = osjetljivost (zone = 10 mm) R = otpornost (zone < 10 mm)

Zahtjevi kontrole kvalitete moraju biti ispunjeni u skladu s vazecim lokalnim, drzavnim i/ili saveznim propisima ili uvjetima
akreditiranja i postupcima standardne kontrole kvalitete vaSeg laboratorija. Preporucuje se da korisnik konzultira relevantne
smjernice CLSI-a i propise CLIA za odgovarajuce postupke kontrole kvalitete.

REZULTATI
Usporedite obrasce reakcija s onima navedenima u tablici.
Inhibiranje vrsta Bacteroides i Fusobacterium pomocu diskova s antibioticimat

Protumikrobni agens i kod

Organizam Kanamicin Rifampin Penicilin Vankomicin Kolistin
K RA P-2 Va-5 CL-10

Grupa B. fragilis* R S R R R
P. melaninogenica RS S S RS Sr
P. buccalis i P. veroralis R S S RS Sr
B. ureolyticus S S S R S
F. mortiferum S R St R S
F. varium S R Sr R S
F. necrophorum S S S R S
F. nucleatum S S S R S

S = osjetljivost (zone = 10 mm); Sr = veéina sojeva osjetljiva.

R = otpornost (zone < 10 mm); RS = vecina sojeva otporna.

1 Podaci su dobiveni na anaerobnom krvnom agaru CDC i krvnom agaru Brucella s heminom i vitaminom K.
* Grupa B. fragilis uklju€uje B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus i B. uniformis.

OGRANICENJA POSTUPKA

U referencama potrazite cjelovitu shemu morfolo$kih i biokemijskih karakteristika koje, uz navedene inhibitorne obrasce antibiotika,
omogucuju preliminarnu identifikaciju.!-4 Nakon preliminarne identifikacije potrebno je provesti postupke za konaénu identifikaciju
kako bi se potvrdila preliminarna identifikacija. Za dodatne informacije pogledajte odgovarajuce reference.2-8

RADNA SVOJSTVA

Prije izdavanja za sva pakiranja diskova za diferencijaciju anaerobnih organizama BBL Taxo testirana su radna svojstva. Na
uzorcima se analizira potentnost svakog protumikrobnog agensa u kompletu.

Plocice anaerobnog agara s 5% ovcje krvi i krvni agar Brucella s heminom i vitaminom K inokulirane su brisom kultura Bacteroides
fragilis (ATCC 25285) i Fusobacterium mortiferum (ATCC 9817). Uzorci se postavljaju na inokulirane plo¢ice i inkubiraju na
temperaturi od 35 + 2°C u anaerobnim uvjetima. Nakon 48 h inkubacije na plo¢icama se ocitavaju zone inhibicije oko svakog diska.
Bakterija B. fragilis otporna je (< 10 mm) na kanamicin, penicilin, vankomicin i kolistin, a osjetljiva je (= 10 mm) na rifampin. Bakterija
F. mortiferum otporna je (< 10 mm) na rifampin i vankomicin, a osjetljiva je (= 10 mm) na kanamicin, penicilin i kolistin.



DOSTUPNOST
Kat. br. Opis
231651 BD BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs Set, 50 ispitivanja

Dijelovi kompleta — jedna patrona s 50 diskova sljedecih protumikrobnih agensa:
BBL Taxo Kanamycin, 1 mg

BBL Taxo Rifampin, 15 ug

Sensi-Disc Penicillin, 2 jedinice

Sensi-Disc Vancomycin, 5 ug

Sensi-Disc Colistin, 10 g

231562 BD BBL Taxo Kanamycin, diskovi od 1 mg, jedna patrona s 50 diskova
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