2 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood and
et BBL MacConkey II Agar - I Plate C€

L007371 * Rev. 13 * Listopad 2017
POSTUPY KONTROLY KVALITY (NEPOVINNE UDAJE)

| uvoD

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood (BD BBL Agar Columbia CNA s 5 % ov¢i krve) je selektivni a diferencialni médium
ur¢ené k izolaci a diferenciaci grampozitivnich mikroorganisma jak z klinickych, tak i z neklinickych vzorkd. BD BBL Agar MacConkey ||
Agar je selektivni a diferencialni médium uréené k detekci koliformnich organismu a stfevnich patogen(.

L POSTUPY TESTU UCINNOSTI

A. BD BBL Agar Columbia CNA s 5 % ov¢i krve
1. Naockujte reprezentativni vzorky nize uvedenymi kulturami.

a. Do kazdé misky pridejte 0,1 mL kultury s bujénem staré 18 az 24 hodin, ktera dle vypoctu obsahuje
103-104 CFU / 0,1 mL u kmenu Streptococcus a Staphylococcus a 104-105 CFU / 0,1 mL u kmene Proteus lzolat rozetiete
pomoci sterilni sklenéné stérky.

b. Inkubujte misky pfi 35 + 2 °C v aerobnim prostfedi obohaceném oxidem uhli¢itym.
c. Pouzijte rovnéz misky se séjovym agarem BD Trypticase s 5 % ovc¢i krve (TSA Il) jako neselektivni kontroly pro
vSechny organismy.
2. Za 18-24 hodin rastu zkontrolujte na miskach rozsah rustu, velikost kolonii, hemolytickou reakci, pigmentaci a selektivitu.
3. Ocekavané vysledky

Organismy CLSI ATCC Vytéznost
*Streptococcus pyogenes 19615 Rust, beta-hemolyza
*Streptococcus pneumoniae 6305 Rust, alfa-hemolyza
*Staphylococcus aureus 25923 Rust

*Proteus mirabilis 12453 Inhibice (Caste¢na)

*Doporuceny kmen organismu pro kontrolu kvality uZivatelem.
B. BD BBL Agar MacConkey I
1. Naockujte reprezentativni vzorky roztoky s nize uvedenymi kulturami.

a. Provedte natér do misek za uc¢elem izolace pomoci kultury s bujénem staré 18 az 24 hodin bakterie Enterococcus faecalis
nafedéné na koncentraci 104—105 CFU/misku. Pro zbyvajici organismy pouzijte kulturu s bujonem po 18 az 24 hodinach
kultivace nafedénou v koncentraci 103—104 CFU/misku.

b. Inkubujte misky pfi teploté 35 + 2 °C v aerobnim prostredi.

c. Pouzijte rovnéz misky TSA Il jako neselektivni kontroly pro vS§echny organismy.
2. Za 18 az 24 hodin zkontrolujte v miskach rozsah ristu, velikost kolonii, pigmentaci a selektivitu.
3. Ocekavané vysledky

Organismy CLSI ATCC Recovery Colony Color
*Escherichia coli 25922 Rist rizova
*Proteus mirabilis 12453 RUst, inhibice plazivého rlstu (¢aste¢na) bezbarva
*Salmonella enterica 14028 Rust bezbarva

subsp. enterica
serotyp Typhimurium

*Enterococcus faecalis 29212 Inhibice (Caste¢na)

Dalsi organismy

Pseudomonas aeruginosa 10145 Rust rizova az zelena
Shigella dysenteriae 9361 Rust bezbarva az rGzova

*Doporuceny kmen organismu pro kontrolu kvality uZivatelem.
L DODATECNA KONTROLA KVALITY

1. Zkontrolujte misky podle pokynt v ¢asti ,ZhorSovani kvality vyrobku®.
2. Vizualné zkontrolujte reprezentativni misky a ujistéte se, Ze existujici fyzikalni defekty neinterferuji s pouzitim.

3. Potenciometricky stanovte pH pfi pokojové teploté a ujistéte se, Ze jsou dodrzeny specifikace 7,3 + 0,2 (BD BBL Agar Columbia
CNA's 5 % ov¢i krve) a 7,1 £ 0,2 (BD BBL Agar MacConkey II).

4. Zkontrolujte pevnost misek v prabéhu postupu ockovani.
5. Inkubujte nenaockované reprezentativni misky pfi teploté 35 + 2 °C po dobu 72 hodin a zkontrolujte mikrobialni kontaminaci.

INFORMACE O PRODUKTU

IV UCEL POUZITI

BD BBL Agar Columbia CNA s 5 % ov¢i krve je selektivni a diferencialni médium pouzivané k izolaci a diferenciaci grampozitivnich
mikroorganismu jak z klinickych, tak i z neklinickych materiald.

BD BBL Agar MacConkey Il je mirné selektivni a diferencialni médium k detekci koliformnich organism0 a stfevnich patogent.
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V  SHRNUTI A VYSVETLENI
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A. BD BBL Agar Columbia CNA s 5 % ov¢i krve

Ellner et al., in 1966, publikovali informace o vyvoji slozeni krevniho agaru oznaceného jako agar Columbia®. Zaklad agaru Columbia
zajistujiciho rychly a bujny rast a ostfe definované hemolytické reakce se pouziva jako zaklad médii obsahujicich krev a selektivnich
slozeni, ve kterych se pouzivaji rizné kombinace antimikrobnich Cinidel jako aditiva.

Ellner a kol. zjistili, Ze médium obsahujici 10 mg kolistinu a 15 mg kyseliny nalidixové na litr v agarovém zakladu Columbia
obohaceném 5 % ovéi krve bude podporovat rist stafylokokl, hemolytickych streptokokd a enterokokd a zaroveri inhibovat rist
druhd Proteus, Klebsiella a Pseudomonas. V agaru BD BBL Columbia CNA s 5 % ov¢i krve byla koncentrace kyseliny nalidixové
snizena na 10 mg/L, aby se zvysil zachyt grampozitivnich kokl z klinickych vzorkd.

. BD BBL Agar MacConkey Il

V soucasné dobé je pro laboratorni pracovniky k dispozici mnoho kultivacnich médii pro izolaci, kultivaci a identifikaci stfevnich
bakterii. Jeden z prvnich agaru tohoto typu vyvinul MacConkey a jako prvni jej popsal v kratkém oznameni.2 Vyznamny ¢lanek
popisujici MacConkeyho agar byl vydan v roce 1905 a obsahoval detailni popisy média a ziskané vzorce bakterialniho ristu.3
SlozZeni bylo vytvofeno na zakladé znalosti, Ze se Zlu€ové soli srazeji v kyselinach a urcité stfevni mikroorganismy fermentuji laktézu,
zatimco jiné tuto schopnost nemaji.

Od vydani prvnich ¢lankt doslo mnohokrat k Upravé slozeni MacConkeyho agaru. Kompilace kultivacnich médii vydana v roce 1930
uvadi deset Uprav publikovanych az do té doby.4 Mezi aktualnéjsi upravy pati pouZiti aditiv (napf. kanamycin®) a vypusténi urcitych

soucasti (napf. krystalova violet® a neutralni ¢ervend?).

Upraveny MacConkeyho agar (agar MCIC) je jednim z kultivacnich médii doporu¢ovanych americkou spole¢nosti pro verejné
zdravotnictvi (American Public Health Association) k vysetfeni morské vody a koryst.8 MacConkeyho agar se také pouziva

k mikrobiologickému vysetreni jidla.® Doporucuje se jej pouzivat s klinickymi vzorky, které pravdépodobné obsahuji smichanou
mikrobialni fléru, jako napf. mo¢, vytér z dychacich cest a ran, jelikoz umoznuje pfedbézné zafazovani do skupin stfevnich a jinych

gramnegativnich bakterii.10

Slozeni agaru BD BBL MacConkey Il bylo pfedvedeno v roce 1983. Bylo uréeno pfedevsim ke zlepSeni inhibice plazivych
druht Proteus a k dosazeni definitivnéjSiho rozliSeni laktozu fermentujicich a nefermentujicich bakterii a ke zlepseni ristu

stfevnich patogend.
ZASADY POSTUPU
A. BD BBL Agar Columbia CNA s 5 % ovéi krve

Vynikajici vlastnosti agaru BD BBL CNA Columbia BD s 5 % ov¢i krve podporuijici riist jsou zaloZzeny na kombinaci peptont
pfipravenych z pankreatické natraveniny kaseinu, peptické natraveniny zivociSné tkané a hovéziho extraktu. Ve slozeni figuruje také
kvasinkovy extrakt a kukufi¢ny $krob slouzici jako zdroje energie s kvasinkovym extraktem jako zdrojem vitamind B-komplexu.

Ov¢i krev umoznuje detekci hemolytickych reakci a dodava faktor X (hem) potfebny k rlistu mnohych bakterialnich druhd.
Neobsahuje v8ak faktor V (nikotinamid-adenin-dinukleotid, NAD), jelikoz se v ni nachazi NADasa, jez rozklada NAD. Je nutné si
uvédomit, Ze toto médium ma relativné vysoky obsah sacharidd, a z toho dlivodu mize u beta-hemolytickych streptokoku dojit

k nazelenalé hemolytické reakci mylné povazované za alfa-hemolyzu.

PFidanim antimikrobialnich €inidel, kolistinu a kyseliny nalidixové se médium stava selektivni pro grampozitivni mikroorganismy.
Kolistin narusuje bunééné membrany gramnegativnich organismu, kyselina nalidixova blokuje replikaci DNA u vnimavych

gramnegativnich baktérii.!!
B. BD BBL Agar MacConkey Il

BD BBL Agar MacConkey |l je selektivni a diferencialni médium. Je pouze lehce selektivni, nebot koncentrace Zluovych soli, které
inhibuji grampozitivni mikroorganismy, je nizka v porovnani s jinymi médii na miskach pro enteralni patogeny. Souc¢asti média je také
krystalova violet inhibujici rist grampozitivnich bakterii, zvlasté enterokoku a stafylokokd.

Diferenciace stfevnich mikroorganismu je dosazeno kombinaci laktdzy a indikatoru neutralni ervené. Bezbarvé nebo rlizové az
Cervené kolonie jsou produkovany v zavislosti na schopnosti izolatu fermentovat sacharidy.

CINIDLA

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood
Priblizné slozeni* na litr ¢isténé vody

Pankreaticka natravenina kaseinu ............cccccoceeeneen. 12,09 ChIOrid SOANY .. 50 g
Pepticka natravenina zvifeci tkané ...............cccoooeei 509 AAGAT s 135 g
Kvasni€ny extrakt ..........cccceriiriiiniiiiienccec e 3,09 KOBISTIN. ..t 10,0 mg
HOVEZI VYIAZEK ....c.eeiiiiiiiie e 3,09 Kyselina nalidiXOVA...........c.ooiiiiiiiiiiiieee e 10,0 mg
KUKUFIENY SKIoD .......veiiiiiiiiiie e 109 Defibrinovand ovEi Krev.........cccoocvviiiieiiiieicieccee e 5%

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla splnéna kritéria uc¢innosti.

BD BBL MacConkey Il Agar
PFiblizné slozeni* na litr ¢isténé vody

Pankreaticka natravenina Zelatiny............cccccooceeinnnnn. 17,0 g Chlorid SOANY ....c.ueiiiieiie e 50 g
Pankreaticka natravenina kaseinu ............cccccceeeiienenne 1,5 g NeULraINT CErVERN......ooiiiii e 0,03 g
Pepticka natravenina zvifeci tkané ..............cccccoeieis 1,5 g Krystalova Violet...........coooiiiiiii e 0,001g
LaKtOZa ... ..ueiieiiieeee 10,0 g AT e 135 g
ZIUBOVE SOli ..o 15 g

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla spinéna kritéria G€innosti.
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Varovani a bezpeénostni opatreni: Pro diagnostiku in vitro.

Zjistite-li nadmérnou vlhkost, poloZte obracenou spodni ¢ast na sejmutou horni ¢ast a nechte je na vzduchu vyschnout, aby se doini a
horni ¢asti misky pfi inkubaci vzduchotésné nespojily.

V klinickych vzorcich se mohou nachazet patogenni mikroorganismy véetné vird hepatitidy a virt lidské imunodeficience (HIV). Proto pfi
praci s veSkerym materidlem kontaminovanym krvi a jinymi t€lnimi tekutinami dodrzujte ,standardni bezpeénostni opatfeni“12-15 a pfedpisy
své instituce. Pfipravené misky, nadoby se vzorky a dal$i kontaminované materialy je nutné po pouZiti nejprve sterilizovat v autoklavu a
poté zlikvidovat.

Pokyny ke skladovani: Po prevzeti skladujte misky na tmavém misté pfi teploté 2—8 °C. Chrante pfed mrazem a pfehfatim. Otevrete
az bezprostfedné pred pouzitim. Minimalizujte vystaveni slune€nimu zafeni. Pfipravené misky ulozené v originalnim obalu pfi teploté
2-8 °C az tésné do pouziti je mozné naockovat az do uplynuti data spotfeby a inkubovat po doporu¢enou dobu pro inkubaci. Pfed
inokulaci pockejte, nez se médium ohfeje na pokojovou teplotu.

Zhorsovani kvality vyrobku: Pokud misky vykazuji znamky mikrobialni kontaminace, zmény zabarveni, vysou$eni nebo jiné znamky
poskozeni, nepouzivejte je.
ODBER VZORKU A MANIPULACE S NIMI

Ke sbéru vzorkd bylo navrzeno znaéné mnozstvi vytérovych tampénud a zasobniku. Vzorky je nutné ziskat pfed podanim
antimikrobialnich latek. Je nutné zajistit jejich promptni prepravu do laboratofe. Bylo navrzeno nékolik udrzovacich médii nebo
transportnich systému jako sbér vzorkl a transportni produkty BD BBL prodluzujici dobu preziti mikroorganism, kdyz se ocekava
vyznamné zdrzeni mezi sbérem a definitivni kultivaci.

Podrobné informace o odbéru vzork a manipulaci s nimi najdete rovnéz v pfislusnych pfiru¢kach.16.17

Laboratof musi disponovat dostate€nymi klinickymi informacemi, na zakladé kterych bude mikrobiolog schopen zvolit nejvhodné;si
média a prislusné techniky.

POSTUP

Dodany material: BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood a BD BBL MacConkey Il Agar (BD | Plate)

Potiebny material, ktery neni souéasti dodavky: Pomocna kultivaéni média, €inidla, organismy pro kontrolu kvality a dal$i laboratorni
vybaveni dle potfeby.

Provedeni testu: DodrZujte aseptické postupy.

Povrch agaru by mél byt hladky a vlhky, ale bez nadmérné vihkosti.

Co nejdfive po prevzeti v laboratofi vzorek rozockujte. Miska s natérem se pouziva predevsim k izolaci Cistych kultur ze vzork(
obsahujicich smiSenou fléru. Pokud je material kultivovan pfimo z vytéru, otfete vytér o malou plochu na okraji a provedte rozockovani
z takto naockovaného mista.

Inokulované misky inkubujte v prostfedi chranéném pred svétlem pfi teploté 35 + 2 °C po dobu 18-24 hodin. Vzorky z dychacich cest je
nutné inkubovat v aerobnim prostfedi obohaceném oxidem uhli¢itym. Ostatni vzorky inkubujte aerobné bez pfidani CO,.

Kontrola kvality uzivatelem:

Kazda Sarze médii prosla testovanim prisluSnymi organizmy ke kontrole kvality a vysledky odpovidaji produktovym specifikacim
a normam CLSI v relevantnich pfipadech. Jako obvykle je nutné kontrolu kvality provést v souladu s platnymi mistnimi, statnimi a
federalnimi zakony nebo pozadavky pro akreditaci a se standardnimi postupy kontroly kvality vasi laboratore.

VYSLEDKY

Po inkubaci bude vétSina misek vykazovat oblast souvislého riistu. ProtoZze postupem rozoc¢kovani dochazi ke ,zfedéni“, na natfenych
plochach se vyskytuje mensi pocet mikroorganismu. Nasledné by se na jedné nebo vice téchto oblastech mély objevit izolované kolonie
organisml obsazenych ve vzorku. Leps$i izolace je dosazeno diky inhibi¢nim vlastnostem médii.

Typicka morfologie kolonii €asto izolovanych organismi na agaru BD BBL Agar Columbia CNA s 5 % ov¢i krve je tato:
Streptokoky (jina skupina nez D).....Malé, bilé az Sedavé; beta nebo alfa-hemolyza

Enterokoky (skupina D)............c...... Malé, ale vétSi nez streptokoky skupiny A, modrosSeda; beta nebo alfa-hemolyza
StafylokoKY ......cccveveeeiieeiieeeieeee Velké, bilé az Sedé nebo smetanové az Zluté, s hemolyzou nebo bez ni
MIKrokoKy .......ccccoeiiiiiiiiiiciieces Velké, bilé az Sedé nebo Zluté az oranzové, s hemolyzou nebo bez ni
Corynebacteria..........ccceeevceeeeiieene Malé az velké, bilé az Sedé nebo Zluté, s hemolyzou nebo bez ni
Candida...........cccoveeeeeeiiiiiiieeeee, Malé, bilé

Listeria monocytogenes .................. Malé az velké, modroSedé, s beta-hemolyzou

Gramnegativni bakterie Zadny aZ stopovy rast

Typicka morfologie kolonii na agaru BD BBL Agar MacConkey Il je nasledujici:

E. COlicuueniiiiiiiiiiiiiiiiccei Rizové az rizoveé-Eervené (mohou byt obklopeny zénou precipitované zlugi)
Enterobacter/Klebsiella ................... Sliznaté, rdzové

Proteus .........cooceuiveeeiiieeieeeeeeee Bezbarvé, plazivy rust okolo izolovanych kolonii je inhibovan
Salmonella.............ccoceiveiveiiinanns Bezbarvé

Shigella..........ccccccovviiioiiiiiiiiiie Bezbarvé

Pseudomonas .........c.cccceeveeeececnn. Nepravidelné, bezbarvé az rizové

Grampozitivni bakterie .................... Zadny rast aZz mirny rist
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OMEZENi POSTUPU

Xl

Xl

Bylo hlaSeno, Zze nékteré druhy Enterobacteriaceae a Pseudomonas aeruginosa jsou inhibovany na MacConkeyho agaru pfi inkubaci
v prostfedi obohaceném CO,.18

Ne v8echny kmeny E. coli fermentu;ji laktozu.

Neékteré diagnostické testy je mozné provést s primarni miskou. Nicméné se pro biochemické testy a dalSi identifikacni postupy
doporucuije Cista kultura. Podrobné informace a doporucené postupy naleznete v pfisluSnych publikacich.19-23

Jedno médium je malokdy dostacujici pro detekci vSech mikroorganism( s potencialnim vyznamem ve vzorku. Je nutné si uvédomit,
Ze organismy obecné nachylné k podlehnuti antimikrobialnimi €inidlu v selektivnim médiu mohou byt zcela nebo pouze Caste¢né
inhibovany v zavislosti na koncentraci ¢inidla, charakteristikach mikrobialniho kmenu a poctu organismu v inokulu. Organismy obecné
rezistentni vci antimikrobialnimu €inidlu by nemély byt inhibovany. Kultury vzorkd vypéstované na médiu je proto nutné porovnat se
vzorky vypéstovanymi na neselektivnich médiich, a ziskat tak dal$i informace a pomoc pfi zajisténi vytéznosti potencialnich patogen(.

SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI

BD BBL Agar Columbia CNA s 5 % ov¢i krve

Pred uvedenim na trh jsou vSechny $arze BD BBL agart Columbia CNA s 5 % ov¢i krve testovany z hlediska ucinnosti. Reprezentativni
vzorky Sarze se inokuluji rozetfenim s 0,1 mL nasledujicich kultur: Proteus mirabilis (ATCC 12453), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Streptococcus pneumoniae (ATCC 6305) a S. pyogenes (ATCC 19615). Inokulované davky pfi praci s mikroby S. aureus, S. pneumoniae

a S. pyogenes se fedi do vysledné koncentrace 103-104 jednotek tvoricich kolonii (CFU) na 0,1 mL. Inokulum davky pro P. mirabilis je
nafedéno do vysledné koncentrace 104—105 CFU / 0,1 mL. Po inokulaci jsou misky inkubovany pfi teploté 35 + 2 °C v prostfedi obohaceném
oxidem uhlicitym. Po 18—24 hodinach inkubace se u bakterii S.aureus, S. pneumoniae a S. pyogenes objevil mirny az vyrazny rust s typickou
morfologii kolonii, pigmentaci a hemolytickymi reakcemi. U bakterie P. mirabilis nebyl prokazan zadny rast nebo pouze rust bez plazeni kolonii.

BD BBL Agar MacConkey Il

Pfed uvedenim na trh jsou vSechny Sarze agaru BD BBL Agar MacConkey Il testovany z hlediska Gcinnosti. Reprezentativni vzorky
Sarze se inokuluji rozetfenim nasledujicich kultur: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis (ATCC 12453), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Shigella dysenteriae (ATCC 9361) a Enterococcus faecalis
(ATCC 29212). Inokulum bakterie E. faecalis se fedi do vysledné koncentrace 104—105 jednotek tvoficich kolonii (CFU) na misku.
Inokula jinych organismu se fedi do vysledné koncentrace 103-104 CFU/miska. Po inokulaci se misky inkubuji pfi teploté 35 + 2 °C

v aerobnim prostfedi. Po 18-24 hodinach inkubace jsou kolonie E. coli rizové-Eervené a mohou byt obklopeny precipitovanou Zluéi. P,
mirabilis vykazuje mirny az vyrazny rlist bezbarvych kolonii, plazivy rast kolonii je inhibovan. P. aeruginosa ma oblasti spojeného rustu,
které mohou disponovat zelenou az Zlutézelenou pigmentaci, samostatné kolonie maji riZovou az zelenou pigmentaci. Salmonella
Typhimuriemu ma bezbarvé kolonie s mirnym az vyraznym rustem. S. dysenteriae vykazuje rust bezbarvych az riZzovych kolonii.

E. faecalis je ¢aste¢né (mirny rust) nebo i zcela inhibovana a kolonie mohou byt rizové.

DOSTUPNOST

Kat. ¢. Popis

221600 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood a BD BBL MacConkey |l Agar BD | Plate, baleni po 20 miskach C€
221601 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood a BD BBL MacConkey |l Agar BD | Plate, krabice po 100 miskach
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