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Cesky
UCEL POUZITI
Tyto disky doporucujeme pouzivat pti nepfimé identifikaci gram-negativnich anaerobnich mikrobt na zakladé odlisnosti v
citlivosti na antimikrobialni latky. Tento postup neni urcen pro terapeutické ucely.
SHRNUTI A VYSVETLENI

Sutter a Finegold upozornili na vyznam antibiotickych diskl se zvlastni potenci pii diferenciaci Bacteroides sp. a Fusobacterium
sp. na bazi vzorcl antibiotické inhibice." Tyto vzorce, spolu s pozorovanim kolonii, mikroskopickym vysetienim a omezenym
poctem biochemickych testd, umoznily rychlou nepfimou identifikaci anaerobnich mikrobd. Podobny protokol diferenciace byl
ptijat organizaci CDC (Centers for Disease Control — Centrum pro kontrolu nemoci).2

Pro zjisténi citlivosti nebo rezistence Sutter a kol. doporucuji pouziti diskt s kanamycinem (1 mg), vankomycinem (5 pg) a
kolistinem (10 pg) s ¢istymi kulturami natfenymi na krevnim agaru Brucella Blood Agar s pfidavkem heminu a vitaminu K; a
zénou breakpointu velikosti 10 mm.3 Protokol CDC pouziva disky s penicilinem (2 jednotky), rifampinem (15 pg) a kanamycinem
(1 mg) na krevnim agaru CDC Anaerobe Blood Agar, obohaceném médiu, které je doplnéno heminem a vitaminem K, s kritérii
pro vétsi zonu.2 Testovaci protokol BBL pouziva téchto pét diski na jednom z médii a zonu breakpointu velikosti 10 mm.

ZASADY POSTUPU

Tyto disky se pouzivaji k diferenciaci gram-negativnich anaerobnich mikrobU na bazi in vitro testovani ¢istych kultur proti
zvolenym antimikrobidlnim latkdm za pouziti agarové difuzni metody. Antimikrobialni Iatka uvolnujici se z disku maze rast
mikroorganismu inhibovat, coz ma za nasledek vznik inhibi¢ni zény okolo disku. Diferenciace se provadi na zakladé pfitomnosti
inhibi¢nich zon, které jsou vétsi nebo rovny 10 mm (citlivy) nebo mensi nez 10 mm (rezistentni).

POPIS PRODUKTU

Tyto 1/4" disky jsou vyrobeny z vysoce kvalitniho absorp¢niho papiru, ktery je napustén presné stanovenym mnozstvim
antimikrobialnich latek. Disky jsou uskladnény v zasobnicich po 50 kusech. Posledni disk v kazdém zasobniku je oznacen
pismenem , X" a obsahuje lécivo podle vyznaceného kédu. Zasobniky se pouzivaji v ddvkovacich BBL pro jednodiskovou aplikaci.
Varovani a bezpec¢nostni opatreni:

In vitro diagnostikum.

Disky Taxo Kanamycin 1 mg a Taxo Rifampin 15 pg nejsou ur¢eny k pouZiti pro testovani citlivosti k terapeutickym tceltim.

Pfi provadéni vsech krokd dodrzujte aseptické postupy a zavedena bezpecnostni opatieni zabranujici vzniku mikrobiologickych
rizik. Po pouziti sterilizujte testovaci misky a jiné kontaminované materialy v autoklavu.

Pokyny ke skladovani:

1. Po prevzeti skladujte disky pfi teploté -20 az + 8 °C. V pripadé, Ze laboratorni chladici zafizeni ¢asto otevirate a zavirate, a v
pripadé, Ze neni udrzovana vhodna teplota, umistéte zde pouze zasobu postacujici pro pouziti na jeden tyden.

2. Pred otevienim nechejte ustalit teplotu kontejnerd na pokojovou teplotu. Po ukonceni pouzivani disk( vratte nepouzité
disky zpét do chladiciho zafizeni.

3. Pouzijte nejprve nejstarsi disky.
Disky s uplynulym datem expirace zlikvidujte. Zlikvidujte také zasobniky, ze kterych byly béhem tydne disky opakované
vyjimany. Disky, které jste ponechali v laboratofi pfes noc, zlikvidujte nebo pted pouzitim ovéfte jejich tcinnost.

5. V ptipadé, ze disky na doporucenych kontrolnich organismech vytvareji nespravné zény, ovérte cely postup. Nespravna
velikost zény maze byt zpasobena diskem, inokulaci, pfipravou nebo hloubkou média, pfipadné jinymi faktory.

Datum expirace se vztahuje na disky v neporuseném zasobniku skladovaném podle pokyn(.

VZORKY

Tyto disky nejsou urceny pro piimé pouziti s klinickymi vzorky nebo jinymi zdroji obsahujicimi smisenou fléru. Organismus ur¢eny k
nepiimé identifikaci je nutné nejprve izolovat jako oddélené kolonie rozetienim vzorku na misky s pfislusnymi kultiva¢nimi médii.
POSTUP

Dodany material: V tomto baleni jsou disky uréené k diferenciaci gram-negativnich anaerobnich mikrobU (viz stitek).

Potiebny material, ktery neni soucasti dodavky: Pomocna kultiva¢ni média, ¢inidla, organismy pro kontrolu jakosti a laboratorni
vybaveni nutné pro tento postup.



Provedeni testu:

1.

Pfiprava inokula s testovanymi a kontrolnimi kulturami

a. Pred inokulaci povolte uzavér zkumavky s inokula¢nim Zivnym bujonem (naptiklad bujonem Schaedler Broth s vitaminem
K, nebo jinym vhodnym médiem) a zahfejte ji ve vrouci lazni, abyste vypudili kyslik. Poté uzavér opét utdhnéte a nechejte
zkumavku zchladit pfi pokojové teploté, pfipadné nechejte inokulacni Zivny bujén zchladit pfes noc v anaerobni nddobé.

b. Provedte Gramovo barveni. Pouzivejte pouze cisté kultury.

Vyberte tfi nebo ctyfi podobné kolonie a inokulujte inokula¢nim Zivnym bujénem.
. Po dobu 18 az 24 hodin nebo do té doby, nez zpozorujete silny zakal, inkubujte v anaerobni atmosféfe pfi teploté 35 °C;
upravte turbiditu tak, aby odpovidala standardu ¢. 1 (barytova béloba) McFarlandovy skaly.

Inokulace

a. Misky s krevnim agarem CDC Anaerobe Blood Agar nebo krevnim agarem Brucella Blood Agar s heminem a vitaminem
K, pfedehiejte na pokojovou teplotu. Povrch agaru by mél byt hladky a vihky.

b. Do 15 minut od Upravy zakaleni inokula ponofte do fadné rozpusténého inokula sterilni tampén a nékolikrat jim raznymi
pohyby otacejte proti horni vnitini sténé zkumavky, aby se vyloucilo nadmérné mnozstvi tekutiny.

c. Cely povrch misky s agarem inokulujte trikrat a mezi jednotlivymi natéry otacejte miskou o 60° tak, aby bylo dosazeno
rovnomérné inokulace.

d. Prekryjte misku vickem a nechejte stat 3 az 5 minut pfi pokojové teploté, aby doslo k absorpci vihkosti z inokula.

e. Sterilni pinzetou nebo pomoci davkovace pro jednodiskovou aplikaci aplikujte disky rovhomérné na povrch
inokulovaného agaru a sterilni jehlou nebo pinzetou disk stlacte tak, aby se zcela dotykal povrchu média.

f. Za anaerobnich podminek pti teploté 35 °C okamzité inkubujte.

g. Po 48 hodinach misky prohlédnéte. Kazdou inhibi¢ni z6nu zméite a zaznamenejte (s presnosti na milimetr): méné nez 10
mm = rezistentni; vétsi nebo rovno 10 mm = citlivy.

o n

Kontrola jakosti uzivatelem: Pfi kazdém testu citlivosti proved'te rovnéz kontrolni testy se zndmymi kulturami. Doporucujeme
pouzit tyto organismy:

Antimikrobialni latka a jeji kod

Organismus Kanamycin Rifampin Penicilin Vankomycin Kolistin
K RA P-2 Va-5 CL-10
Bacteroides fragilis
ATCC 25285 R ¢ R R R
Fusobacterium mortiferum
ATCC 9817 ¢ R c R c

C = citlivost (zény > 10 mm) R = rezistence (zény < 10 mm)

Pozadavky na kontrolu jakosti musi byt splnény v souladu s platnymi mistnimi, statnimi a federalnimi zakony nebo pozadavky
na akreditaci a se standardnimi postupy kontroly jakosti vasi laboratofe. Doporucujeme, aby si uzivatel prostudoval informace o

spravném provadéni kontroly jakosti v prislusnych smérnicich CLSI a predpisech CLIA.
VYSLEDKY
Porovnejte vzorce reaktivity se vzorci v tabulce.

Inhibice Bacteroides sp. a Fusobacterium sp. s antibiotickymi diskyt

Antimikrobialni latka a jeji kod

Organismus Kanamycin Rifampin Penicilin Vankomycin Kolistin
K RA P-2 Va-5 CL-10

B. fragilis skupina* R C R R R

P. melaninogenica RC C C RC cr

P. buccalis a P. veroralis R C C RC cr

B. ureolyticus C C C R C

F. mortiferum C R cr R C

F. varium C R cr R C

F. necrophorum C C C R C

F. nucleatum C C C R C

C = citlivost (zény > 10 mm); Cr = citlivost u vétsiny kmenda.
R = rezistence (zény < 10 mm); RC = rezistence u vétsiny kmend.

t Data byla ziskana na krevnim agaru CDC Anaerobe Blood Agar a krevnim agaru Brucella Blood Agar s heminem a vitaminem K.

* Skupina B. fragilis zahrnuje B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus a B. uniformis.



OMEZENI POSTUPU

Celkové schéma morfologickych a biochemickych vlastnosti, které spolu s témito vzorci antibiotické inhibice umozniuji provadéni
nepiimé identifikace, najdete v odborné literature.’-4 Po dokonc¢eni nepiimé identifikace je nutné pro ovéreni jeji platnosti
provést postupy kone¢né identifikace. Dalsi informace naleznete v pfisluiné literature.28

SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI

Pfed uvedenim na trh jsou vSechny Sarze diferencia¢nich diska BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs testovany z hlediska
ucinnosti. Vzorky jakou analyzovany z hlediska potence kazdé antimikrobialni latky obsazené v sadé.

Dale se na miskach s agarem s 5 % ov¢i krve CDC Anaerobe 5% Sheep Blood Agar a krevnim agarem Brucella Blood Agar s
heminem a vitaminem K, provede inokulace pomoci kultur Bacteroides fragilis (ATCC 25285) a Fusobacterium mortiferum (ATCC
9817). Vzorky se umisti na inokulované misky a inkubuji pfi teploté 35 °C (+ 2 °C) za anaerobnich podminek. Po 48 hodinové
inkubaci se misky ode¢tou z hlediska pfitomnosti inhibi¢nich zon okolo kazdého disku. B. fragilis je rezistentni (< 10 mm) vUci
kanamycinu, penicilinu, vankomycinu a kolistinu a citlivy (> 10 mm) na rifampin. F. mortiferum je rezistentni (< 10 mm) vuci
rifampinu a vankomycinu a citlivy (> 10 mm) na kanamycin, penicilin a kolistin.

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

Soucasti sady — jeden zasobnik s 50 disky pro kazdé nasledujici antimikrobialni ¢inidlo:
BBL Taxo Kanamycin, 1 mg
BBL Taxo Rifampin, 15 ug
Sensi-Disc Penicillin, 2 jednotek
Sensi-Disc Vancomycin, 5 ug
Sensi-Disc Colistin, 10 pg
231562 BD BBL Taxo Kanamycin, 1mg disky, jeden zasobnik po 50 discich
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