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POSTUPY KONTROLY KVALITY (NEPOVINNE UDAJE)

uvoD
BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (Séjovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ov¢i krve) se pouziva k péstovani
naro¢nych organismu a vizualizaci hemolytickych reakci. Agar BD BBL MacConkey |l Agar je selektivni a diferencialni médium uréené
k detekci koliformnich organismu a stfevnich patogen(.
POSTUPY TESTU UCINNOSTI
A. Sojovy agar Trypticase s 5 % ov¢i krve

1. Naockujte reprezentativni vzorky roztoky s nize uvedenymi kulturami.

a. Pomoci volumetrického pipetoru nebo ekvivalentni metody aplikujte 0,1 mL roztoku s 30-300 CFU na kazdou misku
a rozetfete pomoci sterilni sklenéné stérky.

b. Inkubujte kmeny Staphylococcus a Escherichia pfi teploté 35 + 2 °C v aerobnim prostfedi a kmeny Streptococcus pfi teploté
35 £ 2 °C v aerobnim prostfedi obohaceném oxidem uhlicitym.

2. Za 18 az 24 hodin zkontrolujte u misek rozsah rustu, velikost kolonii a hemolytické reakce.
3. Ocekavané vysledky

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

*Escherichia coli 25922 Rast

*Doporuc¢eny kmen organismu pro kontrolu kvality uzivatelem.

B. Agar BD BBL MacConkey Il
1. Naockujte reprezentativni vzorky roztoky s nize uvedenymi kulturami.

a. Naockujte misky k izolaci pomoci 18 az 24 hodin starych kultur s bujénem zfedénych 10-1. Pokud pracujete s mikrobem
Proteus mirabilis, provedte pfed nao¢kovanim dvé dal$i desetinasobna fedéni.

b. Inkubujte misky pfi teploté 35 + 2 °C v aerobnim prostfedi.
c. Pouzijte rovnéz misky se séjovym agarem BD BBL Trypticase s 5 % ov¢i krve jako neselektivni kontroly pro
vSechny organismy.
2. Za 18 az 24 hodin zkontrolujte v miskach rozsah ristu, velikost kolonii, pigmentaci a selektivitu.
3. Ocekavané vysledky

Organismy CLSI ATCC Vytéznost Barva kolonii
*Escherichia coli 25922 Rust rizova

*Proteus mirabilis 12453 Rst, inhibice plazivého ristu (Caste¢na) bezbarva
*Salmonella enterica subsp. 14028 Rust bezbarva

enterica serotyp Typhimurium

*Enterococcus faecalis 29212 Inhibice (Caste¢na)

Dalsi organismy

Pseudomonas aeruginosa 10145 Rust rdzova az zelena
Shigella dysenteriae 9361 Ruist bezbarva az rizova

*Doporuc¢eny kmen organismu pro kontrolu kvality uZivatelem.

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 specifikované hodnoty 7,3 + 0,2 (TSAll)a 7,1+ 0,2
(agar BD BBL MacConkey ).

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
UCEL POUZITI
BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (Séjovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ov¢i krve) se pouziva ke kultivaci
naro¢nych mikroorganismu a vizualizaci hemolytickych reakci vytvafenych mnohymi bakterialnimi druhy.
Agar BD BBL MacConkey Il Agar je selektivni a diferencialni médium uréené k detekci koliformnich organismu a stfevnich patogendu.
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SHRNUTI A VYSVETLENI

A. Sojovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ovéi krve

Nutri¢éni sloZzeni séjového agaru BD BBL Trypticase z néj udélalo popularni médium, a to jak bez pfidavkd, tak i jako zaklad pro

média obsahujici krev. Séjovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ov¢i krve se ve vyznamné mife pouziva k zachytu a kultivaci naro¢nych
mikrobidlnich druht a stanoveni pfitomnosti hemolytické reakce, coz jsou dullezité diferencialni charakteristiky baktérii, hlavné druhu
Streptococcus.

B. Agar BD BBL MacConkey Il

V soucasné dobé je pro laboratorni pracovniky k dispozici mnoho kultivacnich médii pro izolaci, kultivaci a identifikaci stfevnich bakterii.
Jeden z nejstarsich agaru tohoto typu vyvinul MacConkey a jako prvni jej popsal v kratkém oznameni.! Vyznamny ¢lanek popisujici
MacConkeyho agar byl vydan v roce 1905 a obsahoval detailni popisy média a ziskané vzorce bakterialniho riistu.2 Slozeni 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 tUpravé slozeni BD BBL MacCkonkeyho agaru. Kompilace kultiva¢nich médii vydana

v roce 1930 uvadi deset Uprav publikovanych az do té doby.3 Mezi aktualnéj$i Upravy patfi pouziti aditiv (napf. kanamycin) a vypusténi
urcitych soucasti (napf. krystalova violet a neutralni ¢ervena).4

BD BBL MacConkeyho agar je doporucen pouzivat s klinickymi vzorky, které pravdépodobné obsahuji smiSenou mikrobialni fléru,

jako je napf. mo¢, stéry z dychacich cest a z ran, jelikoz umoznuje predbézné zarazeni stfevnich a jinych gramnegativnich bakterii.56
Rovnéz se pouziva pfi mikrobiologickém vysSetfovani potravin.”

Slozeni agaru BD BBL MacConkey Il bylo pfedvedeno v roce 1983. Bylo uréeno predevsim ke zlep$eni inhibice plazivych druhtd
Proteus a k dosazeni definitivnéjsiho rozliSeni laktézu fermentujicich a nefermentujicich bakterii a ke zlep$eni ristu stfevnich patogenu.

ZASADY POSTUPU

A. Sojovy agar Trypticase s 5 % ov¢i krve

Kombinace peptonu kaseinu a sdji v zakladu s6jového agaru BD BBL Trypticase ¢ini médium vysoce vyzivnym dodavanim
organického dusiku, pfedevSim aminokyselin a peptidi s delSim fetézcem. Chlorid sodny udrzuje osmotickou rovnovahu.
Defibrinovana ovci krev je nejcastéji pouzivana krev k obohacovani agarovych médii.8 Hemolytické reakce streptokoku jsou pfi pouziti
tohoto materialu spravné a inhibuje se rust baktérie Haemophilus haemolyticus, nepatogenniho druhu, jehoz hemolytické kolonie nelze
rozliSit od kolonii beta-hemolytickych streptokoku.

Sdéjovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ov¢i krve (TSA Il) umozriuje perfektni rist a beta-hemolyzu bakterie Streptococcus pyogenes
(skupina A dle Lancefieldové) a také perfektni rist a odpovidajici hemolytické reakce jinych naro¢nych organismu. Je vhodny k pouziti

s bacitracinovymi teréiky o nizké koncentraci (0,04 jednotky) (BD Taxo A) k pfedbézné identifikaci streptokokud skupiny A (S. pyogenes).
B. Agar BD BBL MacConkey Il

Agar BD BBL MacConkey Il je selektivni a diferencialni médium. Je pouze lehce selektivni, nebot koncentrace Zlu€ovych soli, které
inhibujigrampozitivni mikroorganismy, je nizka v porovnani s jinymi médii na miskach pro stfevni patogeny. Souéasti média je také
krystalova violet inhibujici rist grampozitivnich bakterii, zvlasté enterokoku a stafylokokd.

Diferenciace stfevnich mikroorganismu je dosazeno kombinaci laktozy a indikatoru neutraini ervené. Bezbarvé nebo razové az ¢ervené
kolonie jsou produkovany v zavislosti na schopnosti izolatu fermentovat sacharidy.

CINIDLA

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il)
Priblizné slozeni* na litr ¢isténé vody
Pankreaticka natravenina kaseinu ..... ...145¢9 Agar............... ...140¢9
Papaicka natravenina séjové mouky .. ..50¢g Faktory rlstu .......ooooeeiiiiii e 159
Chlorid sodny .......cccovevieiiiciiiiiieee ...5,0g  Defibrinovand ove€i Krev..........cccccoiiiiiiiiiiiiiicciec e 5%

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla spinéna kritéria ucinnosti.

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

Pankreaticka natravenina zelatiny...........cccocooeiiiiiiiiiicnns 17,0 g ChIorid SOANY ....ooiiiiiiiiiieiiee e 5,0 g
Pankreaticka natravenina Kaseinu ...........ccccocvveiiiiieniieeens 1,5 g Neutralni Cervern ... 0,03 g
Pepticka natravenina zvifeci tkané ............cccocvveiiiiiiieeens 1,5 g  Krystalova violet ... 0,001 g
LaKEOZA ..o T0,0 G AGAI e 13,5 g
ZIUEOVE SOl ..o 15 ¢

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla spinéna kritéria ucinnosti.

Varovani a bezpe€nostni opatieni: Pro diagnostiku in vitro.

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

V klinickych vzorcich se mohou nachazet patogenni mikroorganismy véetné virli hepatitidy a vird lidské imunodeficience (HIV).
Dodrzujte proto pfi praci s veSkerym materialem kontaminovanym krvi a jinymi télnimi tekutinami ,Standardni bezpeénostni

opatieni“ 9-12 a pfedpisy svého zdravotnického zafizeni. Pfipravené misky, nadoby se vzorky a dal$i kontaminované materidly 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. Chrarite pfed mrazem a prehfatim. Oteviete
az bezprostfedné pred pouzitim. Minimalizujte vystaveni slune€nimu zareni. 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, vysouseni nebo jiné znamky
poskozeni, nepouzivejte je.
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VIl ODBER VZORKU A MANIPULACE S NIMI

Xl

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

Podrobné informace o odbéru vzork( a manipulaci s nimi najdete rovnéz v pfislusnych pfiruc¢kach.13.14

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 Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) a BD BBL MacConkey Il Agar (BD I Plate)

Potrebny material, ktery neni soucasti 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 nejdrive po prevzeti v laboratofi vzorek rozoc¢kujte. Miska s natérem se pouziva predevsim k izolaci istych kultur ze vzorkd
obsahujicich smiSenou fléru. Pokud je material kultivovan pfimo z vytéru, otfete vytér o malou plochu na okraji a poté provedte
rozockovani z takto nao¢kovaného 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 uhlic¢itym. Ostatni vzorky inkubujte aerobné bez pfidani CO,.

Kontrola kvality uzivatelem:.

Kazda Sarze médii prosla testovanim pfislusnymi 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 ristu. ProtoZze postupem rozo¢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 organismu obsazenych ve vzorku. Dale mGze byt rust jednotlivych organismd semikvantitativné hodnocen na zakladé rastu

v jednotlivych nao¢kovanych oblastech.

Typické vysledky pfi pouziti S6jovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ov¢i krve jsou nasledujici:

1. Hemolytické streptokoky se mohou jevit prasvitné nebo zakalené, nasedlé, malé (1 mm) nebo velké, matné a sliznaté (2—4 mm)
kolonie nachazejici se v kruhové z6né hemolyzy. Je nutné provést Gramovo barveni a vysetfit pfitomnost makroskopickych znakd.
(Jiné organismy schopné zpusobit hemolyzu jsou rod Listeria, riizné korynebakteria, hemolytické stafylokoky, Escherichia coli a
rod Pseudomonas.)

PFi hlaseni maze byt pro klinického pracovnika napomocny pfiblizny pocet kolonii hemolytickych streptokoku.

2. Pneumokoky se vétSinou objevuji jako velmi ploché, hladké, prusvitné, nasedlé a nékdy slizovité kolonie ohrani¢ené uzkou zénou
,zelené* (alfa-) hemolyzy.

3. Stafylokoky se jevi jako zakalené, bilé az zlaté-Zluté kolonie se zonou beta-hemolyzy nebo bez ni.

4. Listeria. Vytvari malé zény beta-hemolyzy. Lze je odlisit diky tyCinkovému tvaru pfi pouziti barvicich technik a pohyblivosti pfi
pokojové teploté.

5. Lze také oCekavat, Ze na tomto neselektivnim slozeni porostou i jiné organismy odpovidajici minimaini fléfe a klinicky
vyznamnych izolatim.

Typicka morfologie kolonii na agaru BD BBL MacConkey Il je nasleduijici:

E. COliueeiiaiiiiiieeeee Rizové az rizoveé-Cervené (mohou byt obklopeny zonou precipitované zluci)
Enterobacter/Klebsiella.................. Sliznaté, rizové

Proteus.........ccccoeeeieeeaeiieaaiiees Bezbarvé, plazivy rust okolo izolovanych kolonii je inhibovan
Salmonella............ccccccovvveviveinen. bezbarva

Shigella............ccocoeeiviiiiiiiiiin bezbarva

Pseudomonas............cccceueceeenn. Nepravidelné, bezbarvé az rizové

Grampozitivni bakterie................... Zadny rast az mirny rist

OMEZENi POSTUPU

Bylo hlaseno, Ze nékteré druhy Enterobacteriaceae a Pseudomonas aeruginosa jsou inhibovany na BD BBL MacConkeyho agaru pfi
inkubaci v prostfedi obohaceném CO,.15

Ne v8echny kmeny E. coli fermentuji laktozu.

Nékteré diagnostické testy je mozné provést s primarni miskou. Nicméné se pro biochemickeé testy a dalsi identifikani postupy
doporucuje Cista kultura. Podrobné informace a doporuc¢ené postupy naleznete v pfislusnych publikacich.5.16-19

Jedno médium je malokdy dostacujici pro detekci vSech mikroorganismi 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 poétu organismd v inokulu. Organismy obecné
rezistentni v¢i 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 patogenu.
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SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI

Sojovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ov¢éi krve

Sojovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ovcéi krve se pouzil jako kontrola ve studii s bujonem obohacenou kulturou (Todd Hewitt) a
metodou optické imunoanalyzy pfi diagnostice infekce 3-hemolytickymi streptokoky. Celkem bylo otestovano pét set dva (502) vzorkda.
TSA's 5 % ovci krve mél sensitivitu a specificitu 92,5 %, resp. 99,4 %.20 Nguyen a kol. pouZili sdjovy agar BD BBL Trypticase s 5 %
ov¢i krve jako zlaty standard pro detekci Streptococcus skupiny B ze spodni ¢asti genitalniho traktu téhotnych zen.21 V jiné studii se
tymu Rossman a kol. podafilo Uspésné reizolovat bakterii Lautropia mirabilis na sojovém agaru BD BBL Trypticase s 5 % ov¢i krve

z Ustnich dutin déti infikovanych virem lidské imunodeficience.22 Z 85 déti ucastnicich se této studie mélo 35 (41,4 %) stéry pozitivni
na L. mirabilis. Isenberg a kol. pouzili sojovy agar BD BBL Trypticase s 5 % ovci krve jako kontrolu k hodnoceni zachytu rodu
Enterococcus ze selektivniho média studie.23 Pouzilo se dvé sta padesat (250) kmenU streptokok( skupiny D izolovanych z klinického
materialu a 8 kmenU z centra National Communicable Disease Center (Atlanta, Ga.) (Narodni centrum pro pfenosna onemocnéni).

Agar BD BBL MacConkey Il

Pfed uvedenim na trh jsou vSechny Sarze agaru BD BBL MacConkey Il testovany z hlediska ucinnosti. 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-Cervené a mohou byt obklopeny precipitovanou zluéi. P. mirabilis
vykazuje mirny az vyrazny rast bezbarvych kolonii, plazivy rast kolonii je inhibovan. P. aeruginosa ma oblasti spojeného rustu,

které mohou disponovat zelenou az Zlutézelenou pigmentaci, samostatné kolonie maji riZzovou az zelenou pigmentaci. Salmonella
Typhimuriemu ma bezbarvé kolonie s mirnym az vyraznym rastem. S. dysenteriae vykazuje riist bezbarvych az riizovych kolonii.

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

DOSTUPNOST

Kat. ¢. Popis

221290 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) a BD BBL MacConkey Il Agar BD | Plate, baleni po 20 miskach
221291 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) a BD BBL MacConkey Il Agar BD | Plate, krabice po 100 miskach
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