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POUZITIE

Disky sa pouzivaju na predbeznu identifikaciu gramnegativnych anaerébnych bacilov na zéklade rozdielov v citlivosti na
antimikrobialne latky. Postup nie je ureny pre terapeutické tcely.

ZHRNUTIE A VYSVETLENIE

Ulohu antibiotickych diskov so $pecifickou G¢innost'ou pri diferenciacii druhov Bacteroides a Fusobacterium popisali na zaklade
charakteru inhibicie antibiotik Sutter a Finegold.! Charakter inhibicie umoznuje spolu s pozorovanim kolénii, mikroskopickym
pozorovanim a urcitym poc¢tom biochemickych testov rychlu predbeznu identifikaciu anaerébnych bacilov. Podobny protokol
diferenciacie prijalo aj Centrum na kontrolu choréb (CDC).2

Sutter a kol. odporucaju aplikaciu diskov s kanamycinom (1 mg), vancomycinom (5 pg) a kolistinom (10 pg) na cisté kultary
naockované na krvnom agare Brucella s heminom a vitaminom K, s hrani¢nym rozsahom zény rozhodujucej pre stanovenie
citlivosti alebo rezistencie 10 mm.3 Protokol centra CDC je zaloZeny na aplikacii diskov s penicilinom (2 jednotky), rifampinom
(15 pg) a kanamycinom (1 mg) na anaerébny krvny agar CDC, p6du obohatend heminom a vitaminom K, s va¢s$im rozmerom
stanovenej inhibi¢nej zony.2 Testovaci protokol BBL je zalozeny na aplikacii uvedenych piatich diskov na obe média a-hrani¢ny
rozmer zény 10 mm.

PRINCIPY POSTUPU

Disky sa pouzivaju na diferenciaciu gramnegativnych anaerébnych bacilov na zaklade in vitro testovania reakcie Cistych kultar
na vybrané antimikrobialne latky metédou difizie na agarovej pode. Antimikrobidlne latky uvofnené z disku moézu branit' rastu
mikroorganizmov a vytvarat' okolo disku inhibi¢nt zénu. Diferenciacia je zaloZzena na vytvoreni inhibi¢nej zény s priemerom
rovnym alebo vac¢sim ako 10 mm (citlivost) alebo mensim ako 10 mm (odolnost).

OPIS PRODUKTU

Disky s priemerom 6,4 mm su vyrobené z kvalitného absorp¢ného papiera impregnovaného presne stanovenym mnozstvom
antimikrobialnej latky. Dodavaju sa v zasobnikoch, z ktorych kazdy obsahuje 50 diskov. Posledny disk v kazdom zasobniku je
oznaceny pismenom X a obsahuje vyznacenu latku. Zasobniky sa vkladaju do davkovaca diskov BBL umoziujuceho aplikaciu
jedného disku.

Varovania a upozornenia.

Len na diagnostické pouzitie in vitro.

Disky Taxo s 1 mg kanamycinu a disky Taxo s 15 pg rifampinu nie st ur¢ené na testovanie citlivosti na liecebné Gcely.

Pocas celého postupu dodrziavajte zasady aseptickej prace a stanovené bezpecnostné opatrenia zamerané na ochranu pred
mikrobiologickym rizikom. VSetky pouzité misky a d'alSie kontaminované materialy sterilizujte autoklavom.

Pokyny na uskladnenie.

1. Dodané zasobniky s diskami skladujte pri teplote -20 az + 8 °C. Ak sa chladiace zariadenie v laboratériu ¢asto otvara a nie je
mozné udrzat’ pozadovanu teplotu, uloZte v iom disky iba v pocte potrebnom na jeden tyzden.

2. Pred otvorenim nechajte nadoby s diskami zahriat’' na izbovu teplotu. Po skonc¢eni aplikacie vratte nepouzité disky ihned' do
chladnicky.

3. Pouzivajte najskoér najstarsie disky.
Disky po uplynuti datumu pouzitelnosti zlikvidujte. Zlikvidujte aj zasobniky, z ktorych ste v priebehu tyzdna disky ¢asto
vyberali. Ak ste nechali zasobn iky cely der volne v laboratériu, vyhod'te ich alebo aspori otestujte ich ic¢innost'.

5. Ak pri aplikacii diskov na odporucané kontrolné organizmy vzniknt zény nespravnej vel'kosti, je potrebné cely postup
skontrolovat'. Chybna velkost' zony méze byt zapricinena diskom, ockovanim, pripravou a vyskou pédy a d'alSimi faktormi.

Doba pouzitel'nosti sa vzt'ahuje iba na disky v neotvorenych zasobnikoch uskladnenych podla pokynov.

VZORKY

Disky nie su urc¢ené na pouzitie priamo s klinickymi vzorkami alebo inymi zdrojmi obsahujtcimi zmiesanu fléru. Organizmy, ktoré
je potrebné predbezne identifikovat', je najprv potrebné izolovat’ ako samostatné kolénie naockovanim vzorky na prislusné
kultiva¢né médium.

POSTUP
Dodavany material: Balenie obsahuje disky ur¢ené na diferenciaciu vyznacenych gramnegativnych anaerébnych bacilov.

Potrebny materidl, ktory nie je sticast'ou dodavky: pridavné kultivacné médid, reagencie, mikroorganizmy ur¢ené na kontrolu
kvality a d'alSie laboratérne vybavenie pozadované pri tomto postupe.



Postup pri teste:
1. Priprava oc¢kovacej latky s testovanymi a kontrolnymi kultdrami.

a) Pred ockovanim uvolnite uzaver skimavky so zivnym bujénom (napr. bujén Schaedler s vitaminom K, alebo vhodna
alternativna poda) a zahrejte ju v kipeli s vriacou vodou, aby sa uvolnil kyslik. Skimavku znovu uzatvorte a ochlad'te na
izbovu teplotu. Zivny bujén mozete zredukovat' aj uloZzenim bujénu na jeden den do anaerébnej nadoby.

b) Zafarbite vzorku metdédou podla Grama. Pouzivajte len cisté kultury.
c) Vyberte tri alebo styri podobné koldnie a naockujte ich na zivny bujén.
d) Inkubujte v anaerébnych podmienkach 18 az 24 hodin pri teplote 35 °C alebo kym nedosiahnete silny zakal. Upravte
zakal tak, aby bol porovnatelny s ¢. 1 McFarlandovej stupnice pre siran barnaty.
2. Ockovanie
a) Zohrejte anaerébny krvny agar CDC alebo krvny agar Brucella s heminom a vitaminom K; na izbovu teplotu. Povrch
agaru by mal byt’ hladky a vlhky.
Najneskdr 15 minut po Uprave zakalu ockovacej latky ponorte sterilny tampoén do dostatocne zriedenej ockovacej latky
a potom ho pritlacte k hornej vnutornej stene skiimavky a niekol'kokrat prejdite po jej vndtornom obvode tak, aby ste
vytlacili nadbyto¢nu tekutinu.
¢) Cely povrch agaru naockujte trikrat, pricom v zaujme rovhomerného naockovania otoc¢te misku pri kazdom ockovani
060°.
d) Zlozte kryt z misky a nechajte poédu pocas 3 az 5 minut pri izbovej teplote, aby absorbovala vihkost' z o¢kovacej latky.
e) Pomocou sterilného peanu alebo jednodiskového davkovaca rozlozte disky rovnomerne po povrchu naockovaného
agaru a pritlacte ich sterilnou ihlou alebo peanom tak, aby celé priliehali k povrchu pody.
f) Inkubujte okamzite, v anaerébnych podmienkach, pri teplote 35 °C.
g) Po 48 hodinach misky skontrolujte. Zmerajte a zaznamenajte velkost' kazdej inhibi¢nej zény so zaokrihlenim na celé
milimetre: zénu s priemerom vacsim ako 10 mm zaznamenajte ako rezistentnu a zénu s priemerom rovnym alebo vad¢sim
ako 10 mm ako citliva.
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Kontrola kvality uzivatel'om: Pri kazdom testovani citlivosti je potrebné vykonat’ kontrolni skusku pomocou zndmych kultur.
Odporucame pouzit' nasledovné organizmy:

Antimikrobialna latka s kodom

Organizmus Kanamycin  Rifampin Penicilin  Vankomycin Kolistin
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 = citliva (zény > 10 mm) R = rezistentna (zény < 10 mm)

Kontrola kvality sa musi uskutocnit' v sulade s nariadeniami alebo akredita¢nymi poziadavkami platnymi na miestnej, celostatnej
alebo federalnej Grovni a §tandardnymi laboratérnymi postupmi pri kontrole kvality. Dal$ie informécie o vhodnych postupoch
pri kontrole kvality najdete v usmerneni vydanom Narodnym vyborom pre klinické a aboratérne normy (CLSI) a nariadeniach
Federalneho zakona o zvyseni kvality klinickych laboratorii (CLIA).

VYSLEDKY

Porovnajte zaznamenané reakcie s vysledkami uvedenymi v tabulke.

Inhibicia druhov Bacteroides a Fusobacterium antibiotickymi diskamit

Antimikrobialna latka s kédom

Organizmus Kanamycin Rifampin Penicilin Vankomycin Kolistin
K RA P-2 Va-5 CL-10
Skupina B. fragilis* R S R R R
P. melaninogenica RS S S RS Sr
P. buccalis a P. veroralis R S S RS Sr
B. ureolyticus S S S R S
F. mortiferum S R Sr R S
F. varium S R Sr R S
F. necrophorum S S S R S
F. nucleatum S S S R S

S = citliva (zény > 10 mm); St = citliva vacsina kmeriov.

R = rezistentna (zény < 10 mm); RS = rezistentna vadésina kmerov.

t Udaje ziskané na anaerébnom krvnom agare CDC a krvnom agare Brucella s heminom a vitaminom K.

* Do skupiny B. fragilis patria B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus a B. uniformis.



OBMEDZENIA POSTUPU

Kompletnu schému morfologickych a biochemickych vlastnosti, ktoré spolu s typom inhibicie antibiotik umoZznuju predbeznu
identifikaciu mikroorganizmov, najdete v prislusnej literature.'4 Po predbeznej identifikacii je potrebné identifikovat'
mikroorganizmy definitivne a potvrdit’ predbeznu identifikaciu. DalSie informéacie najdete v prislusnej literatdre.2-8

VLASTNOSTI POSTUPU

Pred uvedenim na trh sa testuju $pecifické charakteristiky kazdej supravy diferencia¢nych diskov BBL Taxo Anaerobe. U¢innost’
kazdej antimikrobialnej latky v siprave sa analyzuje na vhodnych vzorkach.

Poda s anaerébnym agarom CDC s 5 % ovcej krvi a krvnym agarom Brucella s heminom a vitaminom K; sa pomocou tampénu
naockuje kulturami Bacteroides fragilis (ATCC 25285) a Fusobacterium mortiferum (ATCC 9817). Na naockovanu pédu sa
umiestnia vzorky a inkubuju sa v anaerébnych podmienkach pri teplote 35 + 2 °C. Po 48 hodinach sa misky skontroluju a odc¢ita
sa vel'kost' inhibi¢nej zony okolo diskov. Skupina B. fragilis je rezistentna (< 10 mm) proti kanamycinu, penicilinu, vankomycinu a
kolistinu a citliva (> 10 mm) na rifampin. Druh F. mortiferum je rezistentny (< 10 mm) proti rifampinu a vankomycinu a citlivy (>
10 mm) na kanamycin, penicilin a kolistin.

DOSTUPNOST
Kat. ¢. Popis
231651 BD BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs Set, 50 testov

Suprava obsahuje jeden zasobnik s 50 diskami pre kazdu z nasledujucich antimikrobiélnych latok:
BBL Taxo Kanamycin, 1 mg
BBL Taxo Rifampin, 15 ug
Sensi-Disc Penicillin, 2 jednotky
Sensi-Disc Vancomycin, 5 ug
Sensi-Disc Colistin, 10 pg
231562 BD BBL Taxo Kanamycin, 1 mg v kazdom disku, jeden zasobnik s 50 diskami
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Technicky servis BD Diagnostics: obratte sa na miestneho zastupcu spolo¢nosti BD alebo www.bd.com/ds.
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