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DIAGNOSTIC TEST DISCS

KRAZKI DO IDENTYFIKACJI I ROZNICOWANIA
DROBNOUSTROJOW NA PODSTAWIE
SPECYFICZNYCH WEASCIWOSCI

WIELKOSC ZESTAWU

REF

E171010 Bacitracin 0,04
E171011 Bacitracin 0,1
E171042 BV Factor
E171032 BX Factor
E171052 BVX Factor
E115023 Furazolidon 50
E115122 Furazolidon 100
E171061 Metronidazole 50
E112026 Trimethoprim5
E111463 Novobiocin 5
E171021 Optochin
E171804 Oxidase
E191812 Sulphonamide 1000
E171041 V Faktor
E171031 X Faktor
E171051 V+X Faktor

1 x 50 krazkow
5 x 50 krazkow

WSTEP

Krazki diagnostyczne nasycone antybiotykiem lub innag
substancja aktywna stosuje si¢ do roznicowania bakterii.
Srednica krazkéw wynosi 6 mm.

ZASADA METODY

Réznicowanie prowadzi si¢ na podstawie wielkosci stref
zahamowania wzrostu wokot krazkow.

SKEAD ZESTAWU

Krazki wykonane z wysokiej klasy papieru, nasycone
antybiotykiem lub inna substancja aktywna.

MATERIALY WYMAGANE LECZ NIE DOSTARCZONE
Szczepy wzorcowe (dostgpne w Emapolu).

Podtoze Mueller Hinton II, (dostgpne w BioMaxima
Ref.: 13170/P).

Podtoze Mueller Hinton II + 5 % KB,
BioMaxima Ref.: 13172/P).

Podtoze TSA (dostgpne w BioMaxima Ref.: 21181/P)
Podloze wzrostowe z krwia Columbia Agar +5% KB
(dostgpne w BioMaxima Ref.: 03190/P).

Podloze selektywne Gardnerella vaginalis

(dostgpne w

PRZECHOWYWANIE

1. Przechowywaé krazki w oryginalnych
opakowaniach w temperaturze -20°C do +8°C.

2. Przed uzyciem umiesci¢ krazki w temperaturze
pokojowej na 1-2 godzin, w celu pozbycia si¢
zawilgocenia krazkow, po wyjeciu ich z lodowki.

3. Data waznosci dotyczy wytacznie krazkow
przechowywanych zgodnie z instrukcja.

STABILNOSC

Krazki diagnostyczne przechowywane w temperaturze
zalecanej przez producenta, sa stabilne do podanego terminu
waznosci podanego na opakowaniu.

WYKONANIE TESTU

BACITRACIN

WSTEP

Krazki diagnostyczne Bacitracin 0,04 iu. i/lub 0,1 iu.
wykorzystywane sa do rdéznicowania paciorkowcow [-
hemolizujacych, w szczegdlnosci nalezacych do grupy A
(Streptococcus pyogenes).

ZASADA METODY

Paciorkowce B-hemolizujace z grupy A sa bardzo wrazliwe
nawet na niewielkie st¢zenia bacytracyny. Obrazem tego sa
strefy zahamowania wzrostu wokot krazkéw nasyconych
tym wladnie antybiotykiem. Paciorkowce [-hemolizujace
nalezace do innych grup zazwyczaj wykazuja oporno$¢ na
bacytracyng, w  konsekwencji nie  tworzac stref
zahamowania wzrostu wokot krazkow.

WYKONANIE TESTU
1. Test wykonuje si¢ na podtozu MH II Agar + 5%
KB, na ktéry nalezy posia¢ wymazowka badany
szczep z hodowli ptynne;j.
2. Nastgpnie na powierzchni¢ posianej ptytki nalezy
umiesci¢ krazek nasaczony bacytracyna.
3. Przeprowadzi¢ inkubacje ptytek w temp. 35°C
przez 18-24h.
Zinterpretowa¢ uzyskane wyniki.
5. Roéwnoczesnie z identyfikacja szczepow badanych
przeprowadzi¢ kontrolg jakosci wobec szczepow
wzorcowych.

>

INTERPRETACJA

Strefa zahamowania wzrostu o $rednicy co najmniej 12mm,
wokot krazkow Bacitracin 0,1 iu. lub co najmniej 15mm
strefa wokot krazkéw Bacitracin 0,04 iu. wskazuje na
prawdopodobng  obecno$¢  paciorkowcow  grupy A
(Streptococcus pyogenes). Wyniki moga by¢ potwierdzone
przy uzyciu innych testow lub na podstawie cech
biochemicznych.

Stezenie Wystepowanie strefy Przynaleznos¢
bacytracyny na zahamowania B-hemolizujacych
krazku wzrostu streptokokow
0,04 i.u. + grupa A
0,1i.u. + grupa A
0,04i.u. - grupaBiC
0,1i.u. - grupaBiC

BVX FACTOR, BV FACTOR, BX FACTOR
WSTEP

Krazki diagnostyczne BVX Factor, BV Factor, BX Factor
stosuje si¢ do roznicowania gatunkéw w obrgbie rodzaju
Haemophilus. Dodatek bacytracyny w krazkach zapewnia
wzrost pateczek z rodzaju Haemophilus hamujac wzrost
wigkszosci bakterii znajdujacych si¢ w badanym materiale.




ZASADA METODY

Bakterie z rodzaju Haemophilus, w zaleznos$ci od gatunku,
moga wymaga¢ do wzrostu réwnoczesnie heming (X)
i NAD (V) badz wylacznie jeden z wymienionych
sktadnikéw odzywczych.

Poszczegolne gatunki wyrastaja wokot krazkow jedynie
w strefie nasyconej odpowiednim dla nich sktadnikiem
odzywczym. Dzigki temu mozliwe jest rdznicowanie
bakterii na poziomie gatunku.

WYKONANIE TESTU

1. Przygotowaé zawiesing badanego materialu w soli
fizjologicznej, uzyskujac gesto$¢  zawiesiny
0,5 w skali McFarlanda.

2. Wykona¢ posiew badanego materialu na podloze
TSA 1lub Mueller Hinton II, nast¢pnie natozyc
krazki BX Factor i BV Factor w odleglosci okoto 2
cm od siebie oraz nieco dalej krazek BVX Factor.

3. Inkubowa¢ zaszczepione plytki przez 18-24 godzin,
w temp. 35-37°C.

4. Zinterpretowac otrzymane wyniki.

5. Roéwnoczesnie z identyfikacja szczepow badanych
przeprowadzi¢  kontrolg =~ wobec  szczepdw
wzorcowych

INTERPRETACJA

Poszczegbdlne gatunki z rodzaju Haemophilus wyrastaja
w postaci drobnych przejrzystych kolonii, wylacznie
w strefie wokot krazkow (pozostata powierzchnia plytki nie
jest porosnigta). Szczegdly interpretacji zamieszczono
w tabeli.

ZASADA METODY

Szczepy z rodzaju Micrococcus sa oporne na furazolidon
w przeciwienstwie do rodzaju Staphylococcus wrazliwego
na ta substancje. Roznicowanie rodzaju Staphylococcus
i Micrococcus prowadzi si¢ na podstawie wielko$ci stref
zahamowania wzrostu wokot krazkow.

WYKONANIE TESTU
1. Przygotowaé zawiesing badanych bakterii w soli
fizjologicznej  uzyskujac  ggsto$¢  zawiesiny
0,5 w skali Mc Farlanda.
2. Wykonaé posiew przygotowanej zawiesiny na
plytki Mueller-Hinton II, nastgpnie natozy¢ krazki
diagnostyczne.

3. Inkubowac ptytki w temp. 35-37°C przez 18-24 h.

4. Przeprowadzi¢ interpretacj¢ wynikow.

5. Roéwnoczesénie z identyfikacja szczepow badanych
przeprowadzi¢  kontrolg  wobec  szczepow
wzorcowych.

INTERPRETACJA

Szczegodty interpretacji zamieszczono w tabeli ponizej.

Furazolidon 50

Rodzaj Strefa zahamowania Wrazliwo$¢ na
wzrostu wokol krazkéw furazolidon
nasyconych
furazolidonem
Staphylococcus > 16mm wrazliwy
Micrococcus < 16mm oporny

Furazolidon 100

Tabela 1
Gatunek Wzrost szczepow wokot Wozrost
krazka Szczepow w
strefie
BX BV BVX pomiedzy
Faktor | Faktor | Faktor | krazkami
BX Faktor
i BV
Faktor
H.influenze - - + +
H.aegiptus - - + +
H.parainfluenze - + + +
H.haemolyticus - - + +
H.parahaemolyticus + + +
H.ducreyi + - + +

W przypadku szczepu H. influenzae strefa wzrostu wokot
krazkow BVX Factor wynosi 20 mm , podczas gdy szczep
H. parainfluenzae tworzy strefy wzrostu, zazwyczaj
o wigkszym rozmiarze.

FURAZOLIDON 50
FURAZOLIDON 100

WSTEP

Krazki diagnostyczne nasycone furazolidonem stosuje si¢
do rbznicowania bakterii z rodzaju Staphylococcus
i Micrococcus.

Rodzaj Strefa zahamowania Wrazliwo$¢ na
wzrostu wokét krazkéw furazolidon
nasyconych
furazolidonem
Staphylococcus > 15mm wrazliwy
Micrococcus < 15mm oporny
METRONIDAZOLE 50
TRIMETHOPRIM 5
SULPHONAMIDE 1000
WSTEP
Krazki diagnostyczne nasycone metronidazolem,

trimethoprimem i sulphonamidem stosuje si¢ do
roznicowania szczepu Gardnerella vaginalis sposrod flory
bakteryjnej pochwy.

ZASADA METODY

Szczep Gardnerella vaginalis jest wrazliwy na metronidazol
i trimethoprim oraz oporny na sulphonamid. Wystgpowanie
stref zahamowanego wzrostu wokél krazkéw nasyconych

metronidazolem i trimethoprim oraz brak strefy
zahamowania wzrostu wokét  krazkéw  nasyconych
sulphonamidem, pozwala zidentyfikowac szczep

Gardnerella vaginalis.

WYKONANIE TESTU
1. Materiat do badan pobra¢ z selektywnego podtoza
do izolacji szczepéw np. Gardnerella vaginalis




Posia¢ pobrany material na podloze z krwia
np.: Columbia Agar+5%KB, nastgpnie nanies¢
krazki nasycone metronidazolem, trimethoprimem
i sulfonamidem.

2. Inkubowa¢ zaszczepione ptytki w temp. 37°C przez
18-24h w atmosferze 5% CO..

3. Przeprowadzi¢ interpretacj¢ wynikow.

4. Roéwnoczesnie z identyfikacja szczepow badanych
przeprowadzi¢ ~ kontrolg¢ = wobec  szczepow
wzorcowych.

INTERPRETACJA

Wystgpowanie wyraznych stref zahamowania wzrostu
wokot krazkow nasyconych metronidazolem i trimethoprim
oraz brak stref zahamowania wzrostu wokot krazkow
nasyconych sulphonamidem pozwala wstepnie
zidentyfikowaé szczep Gardnerella vaginalis.

NOVOBIOCIN 5

WSTEP
Krazki diagnostyczne nasycone nowobiocyna stosuje si¢ do
wstepnej identyfikacji Staphylococcus saprophyticus.

ZASADA METODY

S.  saprophyticus jest oporny na  nowobiocyng
w przeciwienstwie do koagulazoujemnych gronkowcow,
ktore w wigkszosci wypadkdéw wykazuja wrazliwo$¢ na
nowobiocyne. Wstepna identyfikacje S. saprophyticus
prowadzi si¢ na podstawie stref zahamowania wzrostu.

WYKONANIE TESTU
1. Przygotowac zawiesing badanego materialu w soli
fizjologicznej, uzyskujac  gestos¢  zawiesiny
0,5 w skali Mc Farlanda.
2. Wykonaé¢ posiew bakterii na podloze z krwia
(np.: Columbia-Agar + 5% KB), nastgpnie natozy¢
krazki z nowobiocyna.

3. Inkubowa¢ ptytki w temp. 35-37°C przez 18-24h.

4. Przeprowadzié¢ interpretacj¢ wynikow.

5. Roéwnoczesnie z identyfikacja szczepow badanych
przeprowadzi¢ ~ kontrolg¢ = wobec  szczepow
wzorcowych.

INTERPRETACJA

Szczep S. saprophyticus jest oporny na nowobiocyng,
tworzy wokot krazkow strefy zahamowania wzrostu
o Srednicy mniejszej lub réwnej 16 mm. Pozostate
gronkowce koagulazoujemne sa w wigkszo$ci wrazliwe na

nowobiocyng, tworza strefy zahamowania wzrostu
o §rednicy co najmniej 17 mm.

OPTOCHIN DISCS
WSTEP
Krazki diagnostyczne nasycone optoching stosuje si¢ do
roéznicowania Streptococcus pneumoniae sposrod

o-hemolitycznych Streptokokow.

ZASADA METODY

Streptococcus pneumoniae jest wrazliwy na optoching,
w  przeciwienstwie do  pozostatych  streptokokow
a-hemolizujacych wykazujacych oporno$¢ na ta substancjg.

Identyfikacje Streptococcus pneumoniae prowadzi si¢ na
podstawie stref zahamowania wzrostu.

WYKONANIE TESTU
1. Wykona¢ posiew a-hemolizujacych paciorkowcow
na podlozu z krwia Mueller Hinton + 5% KB,
naste¢pnie nanie$¢ krazek Optochin
2. Przeprowadzi¢ inkubacje ptytek w temp. 35-37°C
przez 18-24h, w atmosferze 10% CO,.

3. Zinterpretowa¢ uzyskane wyniki.

4. Roéwnoczesnie z identyfikacja szczepéw badanych
przeprowadzi¢ ~ kontrolg  wobec  szczepow
wzorcowych.

INTERPRETACJA

Szczep Streptococcus pneumoniae, wrazliwy na optoching,
tworzy wokot krazkow strefe zahamowania wzrostu
o S$rednicy od 12 do 35 mm. Dla pozostatych
o-hemolizujacych  streptokokow  strefy  zahamowania
wzrostu sg minimalne lub zerowe.

Do kontroli krazkéw Optochin zaleca si¢ stosowanie
szczepdw wzorcowych zestawionych w tabeli ponizej.

Szczep wzorcowy Strefa zahamowania
wzrostu wokot
krazkow OPTOCHIN

Streptococcus pneumoniae 12-35mm

ATCC 6305

Streptococcus pyogenes Brak strefy

ATCC 19615

OXIDASE

WSTEP

Krazki diagnostyczne Oxidase stosuje si¢ do wykrywania
szczepoéw produkujacych enzym oksydaze.

ZASADA METODY

Badany szczep rozprowadza si¢ na powierzchni krazka
a nastgpnie obserwuje zachodzaca reakcje barwna. Pod
wplywem drobnoustrojow produkujacych enzym oksydaze
kolor krazka zmienia si¢ na purpurowoniebieski.

WYKONANIE TESTU

1. Umiesci¢ krazek na odpowiedniej powierzchni
np.: szkietko mikroskopowe.

2. Rozprowadzi¢ kilka kolonii na powierzchni krazka,
przy uzyciu drewnianej wymazowki
(niklowochromowa eza wptywa na zafalszowanie
wynikéw). Do badan stosowa¢ $wieze kultury
bakterii.

3. Obserwowac¢ reakcje barwna zachodzaca na krazku
w przeciagu 10-15 sekund od naniesienia bakterii.

4. Alternatywnie mozna przygotowaé zawiesing
badanego szczepu w sterylnej destylowanej
wodzie, uzyskujac gestos¢ zawiesiny 3 w skali
McFarlanda. Przenies¢ 1 ml przygotowanej
zawiesiny do sterylnej probowki, doda¢ do niej
krazek OXIDASE i pozostawi¢ w temperaturze
pokojowej przez 15 minut. Obserwowaé reakcje
barwna zachodzaca na powierzchni krazka.

5. Przeprowadzi¢ badanie kontrolne wobec szczepow
wzorcowych.



INTERPRETACJA

Reakcja pozytywna:

Zmiana koloru krazka na purpurowoniebieski zachodzi
najczesciej w przeciagu 10-15 sekund od momentu
naniesienia bakterii na krazek. Jednakze niektore bakterie
oksydazododatnie wywotuja reakcje barwna w czasie
15-60 sekund od wykonania testu (reakcja op6zniona).

W przypadku umieszczenia krazka w zawiesinie badanych
bakterii, reakcja barwna zachodzi w przeciagu 15 minut.
Reakcja negatywna:

Szczepy oksydazoujemne nie wywoluja zmiany barwy
krazkéw lub zmiana barwy zachodzi po czasie 60 sekund od
momentu natozenia bakterii.

Przykladowe szczepy wzorcowe do kontroli krazkéw
Oxidase zamieszczono w tabeli ponizej.

Szczep Reakcja

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pozytywna
Staphylococcus aureus ATCC 25923 negatywna
Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424 pozytywna
Escherichia coli ATCC 25922 negatywna

V FAKTOR

X FAKTOR

V+X FAKTOR

WSTEP

Krazki diagnostyczne V+X Faktor, V Faktor, X Faktor
stosuje si¢ do réznicowania gatunkéw w obrgbie rodzaju
Haemophilus.

ZASADA METODY

Bakterie z rodzaju Haemophilus, w zalezno$ci od gatunku,
moga wymaga¢ do wzrostu rownoczesnie heming (X)
i NAD (V) badz wylacznie jeden z wymienionych
sktadnikow odzywczych.

Poszczegdlne gatunki wyrastaja wokot krazkéw jedynie
w strefie nasyconej odpowiednim dla nich sktadnikiem
odzywczym. Dzigki temu mozliwe jest rdéznicowanie
bakterii na poziomie gatunku.

WYKONANIE TESTU

6. Przygotowaé zawiesing badanego materialu w soli
fizjologicznej, uzyskujac ggstos¢  zawiesiny
0,5 w skali McFarlanda.

7. Wykonaé posiew badanego materialu na podloze
TSA lub Mueller Hinton II, nast¢pnie natozyc
krazki X Faktor i V Faktor w odlegltosci okoto 2 cm
od siebie oraz nieco dalej krazek X+V Faktor.

8. Inkubowac¢ zaszczepione plytki przez 18-24 godzin,
w temp. 35-37°C.

9. Zinterpretowac otrzymane wyniki.

10. Rownoczesnie z identyfikacja szczepéw badanych
przeprowadzi¢  kontrolg =~ wobec  szczepdw
wzorcowych

INTERPRETACJA

Poszczegblne gatunki z rodzaju Haemophilus wyrastaja
w postaci drobnych przejrzystych kolonii, wylacznie
w strefie wokot krazkow (pozostata powierzchnia ptytki nie

jest porosnigta). Szczegbély interpretacji zamieszczono
w tabeli.
Tabela 1
Gatunek Wzrost szczepéw wokot Wazrost
krazka szczepow w
strefie
X v X+V pomigdzy
Faktor | Faktor | Faktor | krazkami
X Faktor
i V Faktor
H.influenze - - + +
H.aegiptus - - + +
H.parainfluenze - + + +
H.haemolyticus - - + +
H.parahaemolyticus - + + +
H.ducreyi + + +

W przypadku szczepu H. influenzae strefa wzrostu wokot
krazkéw V+X Faktor wynosi 20 mm , podczas gdy szczep
H. parainfluenzae tworzy strefy wzrostu, zazwyczaj
o wigkszym rozmiarze.

UWAGI

1. Zastosowanie wylacznie w diagnostyce in vitro.

2. Zaleca si¢ przeprowadzenie dodatkowych badan
biochemicznych w celu potwierdzenia wynikow.

3. Uzywaé¢ zgodnie =z wytycznymi, wszelkie
odstgpstwa od standaryzowanej metodyki moga
wplyna¢ na zafalszowanie wynikow.
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Tabela symboli

Zajrzyj do instrukcii Sprawdz w instrukcji Wytwérca
A uzywania I:]E obstugi u ywere
Wyréb do diagnostyki Kod partii Numer
VD in vitro Lot (numer serii) REF katalogowy
Przestrzega¢ zakresu L
-/2/- temperatur g Uzyé przed
- - 77
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