& BD BBL Taxo Discs
for Presumptive Identification of Gram-Negative Anaerobic Bacilli

c € 8840221JAA(02)
2015-04
Polski

PRZEZNACZENIE
Krgzki te sg polecane do orientacyjnej identyfikacji Gram-ujemnych laseczek beztlenowych na podstawie réznic ich wrazliwosci na
Srodki przeciwbakteryjne. Omawiana procedura nie jest przeznaczona do wykorzystywania do celéw zwigzanych z leczeniem.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Sutter i Finegold opublikowali doniesienie na temat wartosci specjalnych krgzkéw zawierajacych antybiotyki w réznicowaniu bakterii
Bacteroides i Fusobacterium spp. na podstawie wzorcéw hamowania wzrostu pod wptywem antybiotyku. Wzorce te, wraz z
obserwacjg kolonii i badaniem mikroskopowym oraz ograniczong liczbg testéw biochemicznych, umozliwiaty szybka, orientacyjng
identyfikacje laseczek beztlenowych. Podobny protokot réznicowania zostat przyjety przez Osrodki Kontroli i Zapobiegania
Chorobom (Centers for Disease Control and Prevention, CDC).2

Sutter i wsp. zalecali stosowanie krazkéw zawierajgcych 1 mg kanamycyny, 5 ug wankomycyny i 10 pg kolistyny z czystymi
hodowlami posianymi na podfoze Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K4, z warto$cig graniczng rozmiaru strefy wynoszacg
10 mm jako kryterium okreslania wrazliwosci lub opornosci.3 W protokole CDC wykorzystano krazki zawierajgce 2 jednostki
penicyliny, 15 ug rifampicyny i 1 mg kanamycyny na podtozu CDC Anaerobe Blood Agar, wzbogaconej pozywce uzupetnionej
heming i witaming Ky, z kryterium w postaci wiekszego rozmiaru strefy.2 W protokole badania BBL wykorzystuje sie wymienione
krazki pieciu rodzajow na ktérymkolwiek z dwdch podtozy oraz wartos¢ graniczng rozmiaru strefy wynoszgacg 10 mm.

ZASADY PROCEDURY

Krgzki te sg stosowane do réznicowania Gram-ujemnych laseczek beztlenowych na podstawie badan in vitro czystych hodowli z
uzyciem wybranych srodkéw przeciwbakteryjnych metodg dyfuzji na agarze. Wzrost drobnoustrojow moze zosta¢ zahamowany
przez dyfundujacy z krazka srodek przeciwbakteryjny, co powoduje powstanie wokét krazka strefy zahamowania wzrostu. Podstawg
réznicowania jest obecnos¢ stref zahamowania wzrostu wielkosci 10 mm lub wiekszych (drobnoustréj wrazliwy) albo mniejszych niz
10 mm (drobnoustroéj oporny).

OPIS PRODUKTU

Krazki o $rednicy 6 mm sg wykonane z wysokiej jakosci bibuty absorpcyjnej i nasycone doktadnie okreslong iloscig srodkow

przeciwbakteryjnych. Dostarczane sg w kasetach zawierajgcych po 50 krazkéw. Ostatni krgzek w kazdym opakowaniu jest oznaczony

literg ,X” i zawiera lek zgodnie z symbolem. Kasety sa przeznaczone do stosowania z aplikatorami BBL uwalniajgcymi pojedyncze krazki.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci:

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Krazki Taxo Kanamycin 1 mg i Taxo Rifampin 15 pg nie sg przeznaczone do badania wrazliwosci drobnoustrojéw w celach

zwigzanych z leczeniem.

Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzega¢ zasad aseptyki i obowigzujgcych srodkéw ostroznosci,

dotyczacych zagrozenia mikrobiologicznego. Uzywane do badania ptytki oraz inne skazone materiaty nalezy po uzyciu podda¢

sterylizacji w autoklawie.

Instrukcje dotyczace przechowywania:

1. Po odbiorze pojemniki z krgzkami przechowywac¢ w temperaturze od -20 do +8°C. Jezeli lodéwka laboratoryjna jest czesto
otwierana i zamykana, w zwigzku z czym trudno utrzymac¢ wiasciwg temperature, nalezy przechowywac w niej zapas
wystarczajgcy na czas nie diuzszy niz tydzien.

2. Przed otwarciem nalezy odczekac na ogrzanie sie pojemnikéw do temperatury pokojowej. Po zakornczeniu pracy ponownie
umiescic¢ niewykorzystane krazki w lodéwce.

3. Zuzywaé najpierw najstarsze krazki.

4. Nalezy wyrzuci¢ przeterminowane krgzki, jak rowniez kasety, z ktorych w ciggu tygodnia czesto wyjmowano krazki. Krazki
pozostawione na noc w laboratorium nalezy wyrzuci¢ lub sprawdzi¢ ich przydatnos¢.

5. Jezeli po uzyciu krgzkéw z zalecanym drobnoustrojem kontrolnym powstajg nieprawidtowe strefy hamowania, nalezy
skontrolowa¢ przebieg catej procedury. Przyczyng nieprawidtowych rozmiaréw stref zahamowania mogg by¢ same krazki,
technika inokulacji, gtebokosc¢ lub sposéb przygotowania pozywki albo inne czynniki.

Data przydatnosci odnosi sie do krazkéw przechowywanych w nienaruszonych pojemnikach, zgodnie ze wskazéwkami.

PROBKI

Krgzkéw tych nie mozna uzywac¢ bezposrednio do probek klinicznych lub innych zrédet zawierajgcych flore mieszang. Drobnoustréj
przeznaczony do orientacyjnej identyfikacji nalezy najpierw wyizolowac jako odrebne kolonie, nanoszac probki na odpowiednie
pozywki hodowlane.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty: W opakowaniu znajdujg sie kragzki do réznicowania Gram-ujemnych laseczek beztlenowych, zgodnie z
informacjami podanymi na etykiecie.

Materiaty wymagane, ale niedostarczane — Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, szczepy do kontroli jakosci i sprzet

laboratoryjny niezbedny do wykonania tej procedury. ]



Procedura testowa:
1. Przygotowanie inokulum z hodowlg badang i kontrolng

a. Przed zaszczepieniem poluzowac¢ nakretke probowki z bulionem do szczepienia (np. podtozem Schaedler Broth with
Vitamin K; lub inng odpowiednig pozywka) i ogrza¢ probowke we wrzacej tazni wodnej w celu usunigcia z niej tlenu,
ponownie docisng¢ nakretke i ochtodzi¢ probdwke do temperatury pokojowej; mozna takze odtleni¢ bulion do szczepienia
poprzez pozostawienie go na noc w naczyniu beztlenowym.

Przeprowadzi¢ barwienie metodg Grama. Uzywaé wytgcznie czystych hodowli.
Wybra¢ trzy lub cztery podobne kolonie i zaszczepi¢ bulion do szczepienia.

d. Inkubowaé w warunkach beztlenowych, w temperaturze 35°C, od 18 do 24 h lub do chwili stwierdzenia silnego

zmetnienia; skorygowac zmetnienie do stopnia poréwnywalnego ze standardem McFarlanda Nr 1 z siarczanem baru.
2. Inokulacja

a. Ogrza¢ do temperatury pokojowej ptytki z podtozem CDC Anaerobe Blood Agar lub Brucella Blood Agar with Hemin and
Vitamin K. Powierzchnia podtoza agarowego powinna by¢ gtadka i wilgotna.

b. W ciggu 15 min od skorygowania zmetnienia inokulum nalezy zanurzy¢ sterylng wymazowke w odpowiednio
rozcienczonym inokulum i kilkakrotnie jg obroci¢, mocno przyciskajac do wewnetrznej scianki w gérnej czesci probowki,
aby wycisng¢ nadmiar ptynu.

c.  Zaszczepic trzykrotnie catg powierzchnig podioza agarowego, obracajgc ptytke pomigdzy wykonywaniem poszczegdlnych
posiewow o 60° w celu uzyskania rownomiernego zaszczepienia.

d.  Zatozyc pokrywke na ptytke i pozostawi¢ ja w temperaturze pokojowej od 3 do 5 min, w celu zaabsorbowania wilgoci z
inokulum.

e.  Umiesci¢ w rownych odstepach krgzki na powierzchni zaszczepionego podtoza agarowego, uzywajgc w tym celu
sterylnych kleszczykéw lub aplikatora pojedynczych kragzkéw, po czym docisng¢ je za pomocg sterylnej igty lub
kleszczykow, aby doktadnie przylegaty do powierzchni podtoza.

f. Niezwtocznie rozpoczg¢ inkubacje w warunkach beztlenowych w temperaturze 35°C.

g. Skontrolowac ptytki po uptywie 48 h. Zmierzy¢ i odnotowac¢ $rednice kazdej strefy zahamowania wzrostu w zaokragleniu
do najblizszej wartosci w peinych milimetrach: strefy mniejsze niz 10 mm oznaczajg opornos¢; strefy o srednicy 10 mm
lub wieksze — wrazliwosé.

Kontrola jakosci przez uzytkownika: Testy kontrolne z uzyciem znanych hodowli nalezy wtgcza¢ do kazdego badania wrazliwosci.
Zalecane jest uzycie nastepujgcych drobnoustrojéw:

Srodek przeciwbakteryjny i kod

Mikroorganizm Kanamycyna Rifampicyna Penicylina Wankomycyna Kolistyna
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 = wrazliwy (strefy 2 10 mm) R = oporny (strefy <10 mm)

Muszg 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 sie skorzystanie z odpowiednich wytycznych CLSI lub przepiséw CLIA w celu ustalenia wtasciwych zasad
kontroli jakosci.

WYNIKI

Poroéwnac wzorce reaktywnosci z podanymi w tabeli.

Hamowanie wzrostu bakterii z gatunkéw Bacteroides i Fusobacterium przez krazki zawierajace antybiotykit

Srodek przeciwbakteryjny i kod

Mikroorganizm Kanamycyna Rifampicyna Penicylina Wankomycyna Kolistyna
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 S R S
F. varium S R Sr R S
F. necrophorum S S S R S
F. nucleatum S S S R S

S = wrazliwy (strefy > 10 mm); Sr = wiekszos$¢ szczepow wrazliwa.

R = oporny (strefy < 10 mm); RS = wiekszos$¢ szczepow oporna.

1 Dane uzyskano z uzyciem podfozy: CDC Anaerobe Blood Agar i Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K.

* Grupa B. fragilis obejmuje drobnoustroje: B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus i B. uniformis.



OGRANICZENIA PROCEDURY

Petny schemat cech morfologicznych i biochemicznych, ktéry — w potgczeniu z podanymi wzorcami zahamowania wzrostu —
umozliwia orientacyjng identyfikacje drobnoustrojow, znajduje sie w odpowiednich pozycjach pi$miennictwa.!-4 Po orientacyjnej
identyfikacji nalezy przeprowadzi¢ identyfikacje ostateczng w celu ustalenia trafno$ci orientacyjnej identyfikacji. W celu uzyskania
dalszych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi pozycjami pi$miennictwa.2-8

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed dopuszczeniem produktu do obrotu wszystkie partie krgzkéw BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs sg testowane pod
katem okreslonych wtasciwosci. Probki krgzkéow poddawane sg badaniom w celu oceny sity dziatania zawartych w zestawie
Srodkow przeciwbakteryjnych.

Ponadto ptytki z podtozami: CDC Anaerobe 5% Sheep Blood Agar i Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K, sg
zaszczepiane wymazami z hodowli bakterii Bacteroides fragilis (ATCC 25285) | Fusobacterium mortiferum (ATCC 9817). Probki
krgzkéw umieszcza sie na zaszczepionych ptytkach | inkubuje w temperaturze 35 + 2°C w warunkach beztlenowych. Po 48 h
inkubacji odczytuje sie strefy zahamowania wzrostu na ptytkach wokét kazdego krazka. B. fragilis jest oporny (< 10 mm) na
kanamycyne, penicyline, wankomycyne oraz kolistyne i wrazliwy (= 10 mm) na rifampicyne. F. mortiferum jest oporny (< 10 mm) na
rifampicyne oraz wankomycyne i wrazliwy (= 10 mm) na kanamycyne, penicyline oraz kolistyne.

DOSTEPNOSC
Nr kat. Opis
231651 BD BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs Set, 50 testy

Sktadniki zestawu — jedna kaseta zawierajgca 50 krgzkow z kazdym z nastepujgcych srodkéw przeciwbakteryjnych:
BBL Taxo Kanamycin, 1 mg
BBL Taxo Rifampin, 15 pg
Sensi-Disc Penicillin, 2 jednostek
Sensi-Disc Vancomycin, 5 ug
Sensi-Disc Colistin, 10 pg
231562 BD BBL Taxo Kanamycin, krazki 1 mg, pojedyncza kaseta zawierajgca 50 krgzkow
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Dziat Obstugi Technicznej firmy BD Diagnostics: nalezy skontaktowac sig z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone
www.bd.com/ds.
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