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INTENDED USE

0.B.L.S. PYR is a rapid, qualitative, colorimetric test for the
detection of PYRase activity in streptococci and Citrobacter spp.
grown on plated media. The device is used in a diagnostic workflow
to aid clinicians in the treatment options for patients suspected
of having bacterial infections.

The device is not automated, is for professional use only and is
not a companion diagnostic.

PRINCIPLE OF THE TEST

enterococci from other streptococcal groups including Group
D streptococci (previously called faecal streptococci)®?,
thusvoffering a rapid diagnostic alternative to time-consuming
culturevmethods. In addition, the same enzymatic activity may
be used tovaid differentiation of Salmonella spp. from Citrobacter
spp. andvother Enterobacteriaceae®*.

Some PYRase tests incorporate other chromogenic
substrates,vsuch as B-naphthylamides. These deliver similar
diagnosticvperformance, but should be handled and disposed of
with carevbecause of their potential toxicity®.

The 0.B.I.S. PYR test uses Test Cards impregnated with
L-pyroglutamic acid 7-amido-4-methylcoumarin and a developing
solution containing dimethylaminocinnamaldehyde. The
enzymatic hydrolysis of this substrate by enterococci, Group
A streptococci and Citrobacter spp. produces a purple colour
following the addition of the PYR Developing Solution®.

COMPONENTS OF THE KIT (ID0O580M)

Each O.B.1.S. PYR kit contains the following reagents, sufficient
for 60 tests:

ID0581M

PYR Test Cards: 1 Pouch containing 10 cards and
a moisture absorbent sachet. There are 6 test
reaction areas on each card. 60 tests in total.

Each Test Card is impregnated with L-Pyroglutamic
acid 7-amido-4-methylcoumarin.

1D0200M PYR Developing Solution — 1 dropper bottle
containing 7 ml of 1M hydrochloric acid and 0.5%
w/v dimethylaminocinnamaldehyde

ID0100M Buffer — 1 dropper bottle containing 7 ml of PBS

(Phosphate Buffered Saline)
Instruction Leaflet
Materials required but not provided
Plastic microbiological inoculating loops.

PRECAUTIONS
This product is for in vitro diagnostic use only.

Do not use the O.B.1.S. PYR reagents beyond the expiry date.

Specimen material may contain pathogenic organisms, handle
with appropriate precautions.

The PYR Developing Solution (ID0200M) contains a weak acid.

Avoid direct contact by wearing suitable protective equipment. If
the material comes into contact with the skin, mucous membranes
or eyesimmediately wash the area by rinsing with plenty of water.

Used Test Cards and inoculating loops must be disposed of as
biohazardous waste and incinerated or autoclaved for 15 minutes
at 121°C.

Please refer to the Safety Data Sheet (SDS) on company website
and product labelling for information on potentially hazardous
components.

Directions should be read and followed carefully.

Any serious incident that has occurred in relation to the device
shall be reported to the manufacturer and the competent
authority of the Member State in which the user and/or the
patient is established.

In the event of malfunction do not use device.

STORAGE AND OPENING

This kit must be stored at 2—8°C. Allow the pouches to reach

room temperature before opening to prevent the formation of
condensation on the Test Cards.

Open the pouches by cutting with scissors between the seal at
the end of the pouch and the zip lock seal.

Once opened, remove the number of Test Cards required for
testing within next 10 minutes and reseal the pouch immediately.

If fewer tests are required, cut the Test Card and return the unused
portions to the pouch. Do not return used portions to the pouch
because they will be contaminated under these conditions.

When stored as indicated, reagents will retain their activity until
the expiry date shown on the box.

QUALITY CONTROL PROCEDURE

Each day the kit is used the following control procedures should
be performed:

1. Positive Control — Use a known PYRase positive strain such
as Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo Scientific™
Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes ATCC™
19615 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000) or
Citrobacter freundii ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-
Loops™ R4601800). Follow the method given in the test
procedure. Ensure that a purple colour forms within 20
seconds.

2. Negative Control — Use a known PYRase negative strain such
as Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813 or Salmonella
enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™
R4608200). Follow the method given in the test procedure.
Ensure that no purple colour forms within 20 seconds.

Do not use the reagents if reactions with control organisms
are incorrect.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

For details of specimen collection and treatment a standard
textbook should be consulted’.

When identifying enterococci and Group A streptococci: Fresh
primary or secondary cultures grown overnight on nonselective
media such as blood agar give best results. Colonies tested must be
Gram-positive cocci and catalase-negative. In case of insufficient
growth, a subculture should be performed.

When identifying Citrobacter spp. from Salmonella spp. and

Enterobacteriaceae:

Colonies from non-selective media or selective media (such as
XLD Medium, MLCB Agar, MacConkey Agar, Desoxycholate Citrate
Agar, Salmonella Shigella Agar, Brilliant Green Agar or Hektoen
Enteric Agar (modified test procedure required —see below)) may
be used. Plates should be tested a maximum of one hour after
being removed from the incubator.

Colonies should be Gram-negative, oxidase-negative and
urease-negative’.

TEST PROCEDURE

1.  Apply one suspect colony (0.5 mm or larger) onto the test
area using a plastic loop (enough to make a visible smear).

2. Moisten test area with 1 drop of Buffer (IDO100M).

3. Incubate the inoculated Test Card at room temperature
(15-30°C) for 5 minutes.

4. Dispense 1 drop of Developing Solution (ID0200M) onto
the test area. Development of a vivid purple colour on and
around the colonies within 20 seconds confirms PYRase
activity.

READING AND INTERPRETATION OF RESULTS
Positive Result

A positive result is indicated by the development of a vivid purple
colourin the inoculated portion of the test area within a 20 second
period following addition of Developing Solution.

Negative Result

A negative result is indicated by lack of colour development in the
inoculated portion of the test area within the 20 second period
following addition of the Developing Solution.

MODIFIED TEST PROCEDURE — HEKTOEN ENTERIC AGAR

1. Applyone suspect colony (0.5 mm or larger), to the test area
using a plastic loop (enough to make a visible smear).

2. Moisten the test area with one drop of Buffer Solution
(ID0100M).

3. Place the inoculated card into a 75 mm x 100 mm plastic
sleeve (available from Oxoid on request).

Incubate at 37°C £ 2°C for 30 minutes.

Dispense one drop of Developing Solution (ID0200M) onto
the test area. Development of a vivid purple colour on and
around the smeared colony within 20 seconds confirms
PYRase activity. (The purple colour may be slightly obscured
by the black pigmentation of ferrous sulfide if a black colony
is selected.)

6.  Anegative reaction is denoted by no change in colour of the
inoculum smear.

7. Development of a greenish colour within one minute
is considered a negative PYR reaction and is due to the
presence of indole. These organisms are not Salmonella spp.

Interpretation Chart

EXPECTED RESULTS

Reactivity with

Organism Lancefield 0.B.L.S.
Group Group

Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptococcus Group C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Streptococcus Group F F -
Streptococcus Group G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

LIMITATIONS OF THE TEST

0.B.I.S. PYR is intended for the detection of PYRase activity in
Gram-positive, catalase-negative cocci and Citrobacter spp.

Less commonly encountered isolates of lactococci and aerococci
may be PYRase positive. The confirmation of enterococci or Group
A streptococci can be achieved by serological grouping with a
suitable test, e.g. Oxoid Streptococcal Grouping Kit (DRO595A).

Some strains of Enterobacter cloacae are PYRase negative.

The reactions with 0.B.1.S. PYR are a marker for enzyme activity
and atypical strains may occasionally occur.

A slight colour change may develop with negative reactions. This
is restricted to the immediate site of inoculation. Refer to the
positive and negative controls to aid interpretation.

Incubation beyond 20 seconds following addition of the PYR
Developing Solution may produce non-specific colour reactions.
It is important therefore that the test is read as indicated..
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ZAMYSLENE POUZITI

0.B.L.S. PYR je rychly, kvalitativni, kolorimetricky test k detekci
aktivity PYRazy u streptokokd a druhu Citrobacter spp.
péstovanych na kultivaénim médiu. Pouziva se v diagnostickém
pracovnim postupu, kde lékafim napomahd pf¥i uréovéani
potencialnich moznosti Ié¢by pro pacienty s bakterialni infekci.

Prostfedek neni automatizovan, je uréen pouze pro profesionalni
pouZiti a neni ur¢en pro doprovodnou diagnostiku.

PRINCIP TESTU

Aktivita PYR4zy odlisuje streptokoky skupiny A a enterokoky
od ostatnich skupin streptokokl véetné streptokokl skupiny D
(dfive nazyvanych fekalni streptokoky)*?, a nabizi tak rychlou
diagnostickou alternativu k c¢asové ndroénym kultivacnim
metodam. Kromé toho Ize stejnou enzymatickou aktivitu pouzit
k diferenciaci druhu Salmonella spp. od druhu Citrobacter spp.
a jinych Enterobacteriaceae®*.

Nékteré PYRazové testy obsahuji dalsi chromogenni substraty,
jako jsou B-naftylamidy. Ty poskytuji podobny diagnosticky vykon,
ale mélo by se s nimi zachazet a likvidovat je opatrné z diivodu
jejich potencidlni toxicity®.

0.B.I.S. Test PYR pouziva testovaci karty impregnované kyselinou
L-pyroglutamovou  7-amido-4-metylkumarinem a vyvijecim
roztokem obsahujici dimethylaminocinnamaldehyd. Enzymaticka
hydrolyza tohoto substratu prostfednictvim enterokoku,
streptokok skupiny A a druhu Citrobacter spp. vytvéri po pridani
vyvijeciho roztoku PYR fialové zbarveni®.

SOUCASTI SOUPRAVY (ID0580M)
Kazda souprava O.B.I.S. PYR obsahuje nasledujici reagencie
dostacujici pro 60 testl:

ID0581M Testovaci karty PYR: 1 vacek obsahujici 10 karet
a sacek absorbujici vlhkost. Na kazdé karté
se nachazi 6 testovacich reakénich oblasti.
Celkem tedy 60 testll. Kazda testovaci karta je
impregnovana 7-amido-4-metylkumarinem kyseliny
L-pyroglutamové.

ID0200M  Vyvijeci roztok PYR — 1 lahvicka s kapatkem
obsahujici 7 ml 1M kyseliny chlorovodikové a 0,5 %
w/v dimethylaminocinnamaldehydu

ID0100M  Pufr — 1 lahvicka s kapatkem obsahujici 7 ml PBS

(fyziologicky roztok pufrovany fosfatem)
Navod k poutziti (IFU)

Potiebny, ale nedodavany material

Plastové mikrobiologické inokulaéni klicky

MBD_BT_IFU-0520

BEZPECNOSTNi OPATRENI

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Tento produkt je urcen pouze pro diagnostické pouZiti in vitro.

Nepouzivejte reagencie 0.B.1.S. PYR po uplynuti doby pouZitelnosti.

Materidl vzorkd miZe obsahovat patogenni organizmy, zachézejte
s nim s nalezitymi opatfenimi.

Vyvijeci roztok PYR (ID0200M) obsahuje slabou kyselinu.
Vyhnéte se pfimému kontaktu pouzivanim vhodnych ochrannych
prostiedkl. PFi styku materidlu s kiZi, sliznicemi nebo o¢ima
okamzité omyjte misto oplachnutim velkym mnoZstvim
vody. PouZité testovaci karty a inokulacni klicky musi byt
zlikvidovany jako biologicky nebezpec¢ny odpad a spalovany nebo
autoklavovany po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C.

Informace o potencidlné nebezpecnych slozkdch naleznete
v bezpecnostnim listu (SDS) na webovych strankach spolec¢nosti
a na oznaceni produktu.

Prostudujte si navod a pfesné ho dodrzujte.

Kazda zavazna udalost, ke které doslo v souvislosti s prostfedkem,
se musi nahldsit vyrobci a ptislusSnému orgénu clenského statu,
v jehoZ plsobnosti uZivatel anebo pacient sidli.

V pfipadé poskozeni prostiedek nepouzivejte.

SKLADOVANI A OTEVIRANI

Tato souprava musi byt skladovana pfi teploté 2-8 °C. Pred
otevienim nechte vacky dosdhnout pokojové teploty, abyste
zabranili tvorbé kondenzace na testovacich kartdch.

Vacky oteviete prestfizenim nGzkami mezi tésnénim na konci
sacku a uzdvérem zipu.

Po otevieni vyjméte pocet testovacich karet potiebny pro
testovani béhem ndsledujicich 10 minut a vacek neprodlené
znovu uzaviete. Je-li zapotifebi mensi pocet testl, rozstfihnéte
testovaci kartu a nepouZité &asti vratte do vacku. PouZité &asti
do vacku nevracejte, jelikoz by za téchto podminek doslo ke
kontaminaci.

Pti skladovani podle pokyn si reagencie zachovaji svou aktivitu az
do data expirace uvedeného na krabicce.

POSTUP KONTROLY KVALITY
Kazdy den pouZzivani soupravy by mély byt provedeny nasledujici
kontrolni postupy:

1. Pozitivni kontroly — pouZijte znamy PYRaza pozitivni
kmen, napfiklad Enterococcus faecalis ATCC™ 29212
(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus
pyogenes ATCC™ 19615 (Thermo Scientific™ Culti-
Loops™ R4607000) nebo Citrobacter freundii ATCC™ 8090
(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800). Postupujte
podle metody uvedené v postupu testu. Ujistéte se, Ze se
do 20 sekund vytvofi fialové zbarveni.

2. Negativni kontroly — pouZijte zndmy PYR&zové pozitivni
kmen, napfiklad Streptococcus agalactiae ~ ATCC™
13813 nebo Salmonella enteritidis ATCC™ 13706

(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4608200). Postupujte
podle metody uvedené v postupu testu. Ujistéte se, Ze se
do 20 sekund nevytvori zadné fialové zbarveni.

Reagencie nepouzivejte, pokud jsou reakce s kontrolnimi
organismy nespravné.

Podrobnosti o odbéru a o$etreni vzorku naleznete ve standardnim
ucebnim textu’.

Pti identifikaci enterokok a streptokokd skupiny A:

Nejlepsi vysledky poskytuji Cerstvé primarni nebo sekundarni
kultury kultivované pres noc na neselektivnich médiich, jako
je krevni agar. Testované kolonie musi byt grampozitivni koky
a katalaza negativni. V pfipadé nedostatecného rlstu je nutné
provést subkultivaci.

P¥i identifikaci druhu Citrobacter spp. z druh Salmonella spp.
a Enterobacteriaceae:

Lze pouZit kolonie z neselektivnich i selektivnich médii
(jako je médium XLD, agar MLCB, MacConkeylv agar,
desoxycholdt citratovy agar, agar pro rGst bakterii Salmonella
a Shigella, zeleny agar Brilliant nebo entericky Hektoen agar
(vyzadovan modifikovany postup testu — viz nize)). Misky by mély
byt testovany maximalné jednu hodinu po vyjmuti z inkubdtoru.

Kolonie by mély byt gramnegativni, oxidaza negativni a ureaza
negativni’.

POSTUP TESTOVANI

1. Naneste jednu podezielou kolonii (0,5 mm nebo vétsi)
na testovanou oblast pomoci plastové klicky (dostatecné
mnozstvi k vytvoreni viditelného natéru).

2. Navlhcete testovanou oblast 1 kapkou pufru (ID0100M).

3. Inkubujte inokulovanou testovaci kartu pfi pokojové
teploté (15-30 °C) po dobu 5 minut.

4. Na testovanou oblast naneste 1 kapku vyvijeciho roztoku
PYR (ID0O200M). Vyvoj jasné fialové barvy na koloniich
a okolo nich do 20 sekund potvrzuje aktivitu PYRazy.

ODECET A INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni vysledek

Pozitivni vysledek je indikovan vyvojem jasné fialové barvy
vinokulované ¢ésti testované oblasti béhem 20 sekund po pfidani
vyvijeciho roztoku.

Negativni vysledek

Negativni  vysledek je indikovdn absenci vyvoje barvy

v inokulované ¢ésti testované oblasti béhem 20 sekund po pridani

vyvijeciho roztoku.

MODIFIKOVANY POSTUP TESTU — ENTERICKY HEKTOEN AGAR

1. Naneste jednu podezielou kolonii (0,5 mm nebo vétsi)
na testovanou oblast pomoci plastové klicky (dostatecné
mnoZstvi k vytvoreni viditelného natéru).

2. Navlhcete testovanou oblast jednou kapkou pufrového
roztoku (ID0100M).

3. Inokulovanou kartu vlozte do vhodného plastového sacku/
pouzdra (pfiblizné 75 mm x 100 mm).

4. Inkubujte pfi teploté 37 °C + 2 °C po dobu 30 minut.

5. Na testovanou oblast naneste jednu kapku vyvijeciho
roztoku PYR (ID0200M). Vyvoj jasné fialové barvy na
natfenych koloniich a okolo nich do 20 sekund potvrzuje
aktivitu PYR&zy. (Je-li vybrana cernd kolonie, maze byt
fialové zbarveni mirné zastfeno ¢ernym pigmentem sulfidu
Zeleznatého.)

6. Negativni reakce se projevi tim, Ze se barva natéru inokula nezméni.

7. Vyvoj nazelenalého zbarveni béhem jedné minuty se povazuje
za negativni reakci PYR a je zpUsoben pfitomnosti indolu. Tyto
organismy nejsou bakterie druhu Salmonella spp.

Tabulka interpretace

OCEKAVANE VYSLEDKY
Reaktivita s
Lancefieldova | O.B.l.S.

Organizmus skupina PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptococcus skupiny C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Streptococcus skupiny F F -
Streptococcus skupiny G G -
Citrobacter — +
Salmonella - -
Escherichia coli - -

OMEZENI TESTU

0.B.I.S. PYR je urcen k detekci aktivity PYRazy u grampozitivnich,
katalaza-negativnich kokl a druhu Citrobacter spp.

Méné Casto se vyskytujici izolaty laktokokl a aerokokd mohou
byt PYR&za pozitivni. Potvrzeni enterokokl nebo streptokokd
skupiny A lze dosdhnout sérologickym seskupenim pomoci
vhodného testu, napf. soupravy pro stanoveni streptokokovych
skupin Oxoid (DRO595A).

Nékteré kmeny Enterobacter cloacae jsou PYRaza negativni.

Reakce s O.B.l.S. PYR jsou markerem enzymové aktivity a obcas se
mohou vyskytnout atypické kmeny.

PFi negativnich reakcich mize dojit k mirné zméné barvy. Ta
je omezena na bezprostfedni misto inokulace. K usnadnéni
interpretace se podivejte na pozitivni a negativni kontrolu.

Inkubace delsi nez 20 sekund po pfidani vyvijeciho roztoku PYR
muze vést k nespecifickym barevnym reakcim. Z tohoto dlvodu je
dulezité, aby byl test odecitan dle pokyn(.
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VERWENDUNGSZWECK

0.B.1.S. PYR ist ein schneller, qualitativer, kolorimetrischer Test zum Nachweis
der PYRase-Aktivitat in Streptokokken und Citrobacter spp. auf Nahrbéden. Das
Produkt wird in einem diagnostischen Arbeitsablauf verwendet, um Klinikern
bei den Behandlungsoptionen fir Patienten mit Verdacht auf bakterielle
Infektionen zu helfen.

Das Produkt ist nicht automatisiert, nur fur den professionellen Gebrauch
bestimmt und ist kein Begleitdiagnostikum.

PRINZIP DES TESTS

Die PYRase-Aktivitdt unterscheidet Streptokokken der Gruppe A und
Enterokokken von anderen Streptokokkengruppen, einschlieRlich Streptokokken
der Gruppe D (friher Fakalstreptokokken genannt)'?, und bietet damit eine
schnelle diagnostische Alternative zu zeitaufwandigen Kulturmethoden.
Dartiber hinaus kann dieselbe enzymatische Aktivitdt auch zur Unterscheidung
von Salmonella spp. von Citrobacter spp. und anderen Enterobacteriaceae
verwendet werden®*.

Einige PYRase-Tests verwenden andere chromogene Substrate, wie z. B.
B-Naphthylamide. Diese liefern eine dhnliche diagnostische Leistung, sollten
aber aufgrund ihrer potenziellen Toxizitdt mit Vorsicht behandelt und entsorgt
werden®.

Der 0.B.LS. PYR-Test verwendet Testkarten, die mit L-Pyroglutaminsaure
7-Amido-4-Methylcumarin und einer Entwicklungslésung mit
Dimethylaminocinnamaldehyd impréagniert sind. Die enzymatische Hydrolyse
dieses Substrats durch Enterokokken, Streptokokken der Gruppe A und
Citrobacter spp. erzeugt nach Zugabe der PYR-Entwicklungslésung eine violette
Farbe®.

BESTANDTEILE DES KITS (ID0580M)

Jedes O.B.I.S. PYR-Kit enthilt die folgenden Reagenzien, ausreichend fur
60 Tests:

1D0581M PYR-Testkarten: 1 Beutel mit 10 Karten und einem
feuchtigkeitsabsorbierenden  Sackchen. Auf jeder Karte
befinden sich 6 Testreaktionsbereiche. insgesamt 60 Tests.
Jede Testkarte ist mit L-Pyroglutaminsdure 7-Amido-4-
Methylcumarin impragniert.

1D0200M PYR-Entwicklungslésung — 1 Tropfflasche mit 7 ml 1 M Salzsdure
und 0,5 % w/v Dimethylaminocinnamaldehyd

1D0100M Puffer — 1 Tropfflasche mit 7 ml PBS (Phosphatgepufferte

Kochsalzlésung)

Gebrauchsanweisung (IFU)
Erforderliches, aber nicht mitgeliefertes Material

Mikrobiologische Inokulationsésen aus Kunststoff.
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VORSICHTSMASSNAHMEN

Dieses Produkt ist nur fir die In-vitro-Diagnostik geeignet.
Verwenden Sie die 0.B.I.S. PYR-Reagenzien nicht nach Ablauf des Verfallsdatums.

Das Probenmaterial kann krankheitserregende Organismen enthalten,
behandeln Sie es mit den entsprechenden VorsichtsmaRnahmen.

Die PYR-Entwicklungslésung (ID0200M) enthdlt eine schwache S&ure.
Vermeiden Sie direkten Kontakt, indem Sie eine geeignete Schutzausristung
tragen. Wenn das Material mit der Haut, den Schleimhduten oder den Augen
in Bertihrung kommt, spiilen Sie den Bereich sofort mit reichlich Wasser ab.
Benutzte Testkarten und Impfésen missen als biologisch gefahrlicher Abfall
entsorgt und verbrannt oder 15 Minuten lang bei 121 °C autoklaviert werden.

Informationen Uber potenziell gefdhrliche Inhaltsstoffe entnehmen Sie bitte
dem Sicherheitsdatenblatt (SDB) auf der Website des Unternehmens und der
Produktkennzeichnung.

Die Gebrauchsanweisung sollte sorgfaltig gelesen und befolgt werden.

Jeder schwerwiegende Zwischenfall im Zusammenhang mit dem Produkt ist
dem Hersteller und der zustdndigen Behorde des Mitgliedstaats, in dem der
Anwender und/oder der Patient niedergelassen ist, zu melden.

Verwenden Sie das Produkt im Falle einer Stérung nicht.

LAGERUNG UND OFFNUNG

Dieses Kit muss bei 2-8 °C gelagert werden. Lassen Sie die Beutel vor dem
Offnen auf Raumtemperatur kommen, um die Bildung von Kondenswasser auf
den Testkarten zu vermeiden.

Offnen Sie die Beutel, indem Sie mit einer Schere zwischen dem Siegel am Ende
des Beutels und dem Zip-Lock-Verschluss schneiden.

Nach dem Offnen nehmen Sie so viele Testkarten heraus, wie Sie innerhalb
der néachsten 10 Minuten testen mdchten, und verschlieBen den Beutel sofort
wieder. Wenn Sie weniger Tests benétigen, schneiden Sie die Testkarte ab und
legen die nicht verwendeten Teile in den Beutel zurlick. Geben Sie gebrauchte
Portionen nicht zurick in den Beutel, da sie unter diesen Bedingungen
kontaminiert werden.

Wenn die Reagenzien wie angegeben gelagert werden, behalten sie ihre
Aktivitat bis zu dem auf der Verpackung angegebenen Verfallsdatum.

VERFAHREN ZUR QUALITATSKONTROLLE

An jedem Tag, an dem das Kit verwendet wird, sollten die folgenden
KontrollmaRnahmen durchgefiihrt werden:

1 Positiv-Kontrolle - Verwenden Sie einen bekannten PYRase-
positiven Stamm wie Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo
Scientific™ Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes ATCC™
19615 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000) oder Citrobacter
freundii ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800).
Befolgen Sie die im Testverfahren angegebene Methode. Achten Sie
darauf, dass sich innerhalb von 20 Sekunden eine violette Farbe bildet.

2. Negativ-Kontrolle — Verwenden Sie einen bekannten PYRase-negativen
Stamm wie Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813 oder Salmonella
enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4608200).
Befolgen Sie die im Testverfahren angegebene Methode. Achten Sie
darauf, dass sich innerhalb von 20 Sekunden keine violette Farbe bildet.

Verwenden Sie die Reagenzien nicht, wenn die Reaktionen mit
Kontrollorganismen fehlerhaft sind.

ENTNAHME UND VORBEREITUNG VON PROBEN

Fur Einzelheiten zur Probenentnahme und -behandlung sollten Sie ein
Standardlehrbuch zu Rate ziehen’.

Bei der Identifizierung von Enterokokken und Streptokokken der Gruppe A:

Frische Priméar- oder Sekundarkulturen, die ber Nacht auf nicht-selektiven
Medien wie Blutagar gewachsen sind, liefern die besten Ergebnisse. Die
getesteten Kolonien missen grampositive Kokken und Katalase-negativ sein. Im
Falle eines unzureichenden Wachstums sollte eine Subkultur angelegt werden.

Bei der Identifizierung von Citrobacter spp. von Salmonella spp. und
Enterobacteriaceae:

Es konnen Kolonien von nicht-selektiven Medien oder selektiven Medien
(wie XLD-Medium, MLCB-Agar, MacConkey-Agar, Desoxycholat Citrat-Agar,
Salmonella Shigella-Agar, Brilliant Griiner Agar oder Hektoen Enterischer Agar
(modifiziertes Testverfahren erforderlich — siehe unten)) verwendet werden.
Die Platten sollten maximal eine Stunde, nachdem sie aus dem Inkubator
genommen wurden, getestet werden.

Die Kol sollten g iv, oxid gativ und ur gativ sein’.

TESTVERFAHREN

1. Tragen Sie eine verdachtige Kolonie (0,5 mm oder gréRer) mit einer
Kunststoffése auf die Testflache auf (genug, um einen sichtbaren
Abstrich zu machen).

2. Befeuchten Sie die Testflache mit 1 Tropfen Puffer (ID0100M).

3. Inkubieren Sie die geimpfte Testkarte bei Raumtemperatur (15-30 °C)
fiir 5 Minuten.

4. Geben Sie 1 Tropfen der PYR-Entwicklungslésung (ID0200M) auf die

Testflache. Die Entwicklung einer leuchtend violetten Farbe auf und um
die Kolonien innerhalb von 20 Sekunden bestétigt die PYRase-Aktivitat.

LESEN UND INTERPRETIEREN DER ERGEBNISSE

Positives Ergebnis

Ein positives Ergebnis wird durch die Entwicklung einer leuchtend violetten
Farbe im geimpften Teil der Testflache innerhalb von 20 Sekunden nach Zugabe
der Entwicklungslosung angezeigt.

Negatives Ergebnis
Ein negatives Ergebnis wird durch das Ausbleiben der Farbentwicklung im
geimpften Teil der Testfliche innerhalb von 20 Sekunden nach Zugabe der

Entwicklungslésung angezeigt.

MODIFIZIERTES TESTVERFAHREN — HEKTOEN ENTERISCHER AGAR

1. Tragen Sie eine verdachtige Kolonie (0,5 mm oder gréRer) mit einer
Kunststoffése auf die Testfliche auf (genug, um einen sichtbaren
Abstrich zu machen).

2. Befeuchten Sie den Testbereich mit einem Tropfen der Pufferlésung
(IDO100M).
3. Legen Sie die geimpfte Karte in einen geeigneten Plastikbeutel/eine

Plastikhlle (ca. 75 mm x 100 mm).
4. Inkubieren Sie bei 37 °C + 2 °C fiir 30 Minuten.

5. Geben Sie einen Tropfen der PYR-Entwicklungslosung (ID0200M) auf
die Testflache. Die Entwicklung einer leuchtend violetten Farbe auf
und um die verschmierte Kolonie innerhalb von 20 Sekunden bestétigt
die PYRase-Aktivitat. (Die violette Farbe kann durch die schwarze
Pigmentierung des Eisensulfids leicht verdeckt werden, wenn eine
schwarze Kolonie ausgewéahlt wird.)

6. Eine negative Reaktion zeigt sich darin, dass sich die Farbe des Inokulum-
Ausstrichs nicht verdndert.

7. Die Entwicklung einer grinlichen Farbe innerhalb einer Minute gilt
als negative PYR-Reaktion und ist auf die Anwesenheit von Indol
zurtickzufiihren. Diese Organismen sind keine Salmonella spp.

Interpretationstabelle

ERWARTETE ERGEBNISSE
Reaktivitat mit
Lancefield- 0.B.l.S.
Organismus Gruppe PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptokokken Gruppe C C -
Streptokokkus bovis D -
Enterokokkus faecalis D +
Enterokokkus faecium D +
Streptokokken-Gruppe F F -
Streptokokken-Gruppe G G -
Citrobacter - +
Salmonella - -
Escherichia coli - -

EINSCHRANKUNGEN DES TESTS

0.B.I.S. PYR ist fur den Nachweis von PYRase-Aktivitdt in grampositiven,
Katalase-negativen Kokken und Citrobacter spp. bestimmt.

Seltener vorkommende lIsolate von Laktokokken und Aerokokken kénnen
PYRase-positiv sein. Die Bestdtigung von Enterokokken oder Streptokokken
der Gruppe A kann durch serologische Gruppierung mit einem geeigneten Test
erfolgen, z. B. Oxoid Streptokokken-Gruppierungskit (DRO595A).

Einige Stamme von Enterobacter cloacae sind PYRase-negativ.

Die Reaktionen mit O.B.1.S. PYR sind ein Marker fir Enzymaktivitat und atypische
Stdmme kénnen gelegentlich auftreten.

Bei negativen Reaktionen kann es zu einer leichten Farbverdanderung kommen.
Diese ist auf den unmittelbaren Ort der Inokulation beschrinkt. Beziehen
Sie sich auf die positiven und negativen Kontrollen, um die Interpretation zu
erleichtern.

Eine Inkubation von mehr als 20 Sekunden nach Zugabe der PYR-
Entwicklungslosung kann zu unspezifischen Farbreaktionen fiihren. Es ist daher
wichtig, dass der Test wie angegeben gelesen wird.
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Biochemical Identification [ES]
System (OBIS) Oxoid™ PIR
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USO PREVISTO

OBIS PIR es una prueba rapida cualitativa colorimétrica para detectar
actividad de PIRasa en estreptococos y en especies de Citrobacter
desarrolladas sobre medios en placas. El dispositivo se utiliza en un
flujo de trabajo de diagndstico para ayudar a los médicos a determinar
las opciones de tratamiento para pacientes con sospecha de infecciones
bacterianas.

El dispositivo no estd automatizado, es exclusivamente para uso
profesional y no es un diagndstico complementario.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La actividad de PIRasa distingue a los estreptococos del grupo A
y los enterococos de otros grupos de estreptococos, incluidos los del
grupo D (antes llamados estreptococos fecales)?, de modo que ofrece
una alternativa de diagndstico rapido frente a métodos de cultivo que
requieren mucho tiempo. Ademas, se puede utilizar la misma actividad
enzimatica para contribuir a la diferenciacion de Salmonella spp. respecto
a Citrobacter spp. y otras Enterobacteriaceae®*.

Algunas pruebas de PIRasa incorporan otros sustratos cromogénicos,
como B-naftilamidas. Estas proporcionan un rendimiento de diagndstico
similar, pero se deben manipular y desechar con cuidado por su posible
toxicidad®.

La prueba OBIS PIR utiliza tarjetas de prueba impregnadas con acido
L-piroglutdmico 7-amido-4-metilcumarina y una solucién reveladora que
contiene dimetilaminocinamaldehido. La hidrdlisis enzimatica de este
sustrato por enterococos, estreptococos del grupo Ay Citrobacter spp. da
lugar a un color purpura después de afiadir la solucion reveladora de PIR®.

COMPONENTES DEL KIT (ID0580M)
Cada kit OBIS PIR contiene los reactivos siguientes en cantidad suficiente
para 60 pruebas:

ID0581M  Tarjetas de prueba PIR: 1 bolsita que contiene 10 tarjetas
y un sobre de absorbente de la humedad. Cada tarjeta
contiene 6 areas de reaccion de prueba. 60 pruebas en
total. Cada tarjeta de prueba esta impregnada con &cido

L-piroglutamico 7-amido-4-metilcoumarina.

ID0200M  Solucidn reveladora PIR: 1 frasco con gotero que contiene

7 mlde écido clorhidrico 1 My dimetilaminocinamaldehido
al 0,5% p/v.

IDO100M  Tampdn: 1 frasco con gotero que contiene 7 ml de PBS

(solucion salina tamponada con fosfato).
Instrucciones de uso (IFU)

Materiales necesarios pero no suministrados

Asas de inoculacién microbioldgica de plastico.

MBD_BT_IFU-0520

PRECAUCIONES
Este producto es para uso en diagnéstico in vitro exclusivamente.

No utilizar los reactivos de OBIS PIR mas alld de la fecha de caducidad.

Los materiales de las muestras pueden contener organismos patdgenos;
manipulelos con las precauciones adecuadas.

La solucion reveladora PIR (ID0200M) contiene un dacido débil. Evite
el contacto directo usando equipos de proteccion adecuados. Si el
material entra en contacto con la piel, las mucosas o los ojos, lavar
inmediatamente la zona enjuagando con agua abundante. Es necesario
desechar las tarjetas de prueba y las asas de inoculacién usadas como
residuos biopeligrosos e incinerarlas o tratarlas en autoclave durante
15 minutos a 121 °C.

Consulte la hoja de datos de seguridad (SDS) en el sitio web de la
empresa y la etiqueta del producto para obtener informacién sobre los
componentes potencialmente peligrosos.

Es necesario leer las instrucciones y seguirlas atentamente.

Cualquier incidente grave que se produzca en relacién con el producto
se debe notificar al fabricante y a la autoridad competente del Estado
Miembro donde esté establecido el usuario o el paciente.

En caso de averia, no utilice el dispositivo.

ALMACENAMIENTO Y ABERTURA

Este kit debe almacenarse a entre 2 °C y 8 °C. Deje que las bolsitas se
templen a temperatura ambiente antes de abrirlas para evitar que se
forme condensacion sobre las tarjetas de prueba.

Abra las bolsitas cortando con tijeras entre el sellado del extremo de la
bolsita y el sellado del cierre deslizante.

Después de abrirlas, extraiga el numero de tarjetas de prueba necesarias
para las pruebas que se vayan a realizar dentro de los 10 minutos
siguientes y vuelva a sellar la bolsita inmediatamente. Si se necesitan
menos pruebas, corte la tarjeta de prueba y devuelva las porciones no
utilizadas a la bolsita. No devuelva porciones utilizadas a la bolsita, ya que
estaran contaminadas en estas condiciones.

Si se almacenan segun las indicaciones, los reactivos conservan su
actividad hasta la fecha de caducidad indicada en la caja.

PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD
Es necesario realizar los procedimientos de control siguientes cada dia
que se vaya a usar el kit.

1. Control positivo: utilice una cepa conocida positiva por PIRasa
como Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo Scientific™
Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes ATCC™ 19615
(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000) o Citrobacter freundii
ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800). Siga el
método indicado en el procedimiento de prueba. Asegurese de
que se forme un color purpura dentro del plazo de 20 segundos.

2. Control negativo: utilice una cepa conocida negativa por PIRasa
como Streptococcus agalactioe ATCC™ 13813 o Salmonella
enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™
R4608200). Siga el método indicado en el procedimiento de
prueba. Asegurese de que se no forme un color plrpura dentro
del plazo de 20 segundos.

No utilice los reactivos si las reacciones con los organismos de control
son incorrectas.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS
Para obtener detalles sobre la recogida y el tratamiento de las muestras,
consulte un libro de texto estandar’.

Al identificar enterococos y estreptococos del grupo A:

Los cultivos primarios o secundarios frescos, desarrollados durante la
noche sobre medios no selectivos como agar sangre, dan los mejores
resultados. Las colonias probadas deben ser de cocos grampositivos y
negativas por catalasa. En caso de un crecimiento insuficiente, se debe
realizar un subcultivo.

Al identificar  Citrobacter spp. frente a
y Enterobacteriaceae:

Salmonella  spp.

Se pueden utilizar colonias de medios no selectivos o selectivos (como
medio XLD, agar MLCB, agar MacConkey, agar citrato desoxicolato, agar
para Salmonella Shigella, agar verde brillante o agar entérico Hektoen
[requiere un procedimiento de prueba modificado; consultar mas
adelante]). Se debe realizar la prueba en las placas como méximo una
hora después de extraerlas de la incubadora.

Las colonias probadas deben ser gramnegativas, negativas por oxidasa
y negativas por ureasa’.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

1. Aplique una colonia sospechosa (0,5 mm o mayor) en el area de
prueba utilizando un asa de plastico (suficiente para dejar un frotis
visible).

2. Humedezca el drea de prueba con 1 gota de tampdn (ID0100M).

3. Incube la tarjeta de prueba inoculada a temperatura ambiente

(15 °C-30 °C) durante 5 minutos.

4. Dispense 1 gota de solucién reveladora de PIR (ID0200M) en el
area de la prueba. El desarrollo de un color purpura intenso
encima y alrededor de las colonias dentro de los 20 segundos
siguientes confirma la actividad de PIRasa.

LECTURA E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Resultado positivo

Se indica un resultado positivo mediante el desarrollo de un color
purpura intenso en la parte inoculada del drea de prueba dentro de los
20 segundos siguientes a la incorporacion de la solucién reveladora.

Resultado negativo

Se indica un resultado negativo por la falta de desarrollo de color en la
parte inoculada del drea de prueba dentro de los 20 segundos siguientes
a laincorporacién de la solucién reveladora.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA MODIFICADO: AGAR ENTERICO HEKTOEN

1. Aplique una colonia sospechosa (0,5 mm o mayor) en el drea de
prueba utilizando un asa de pléstico (suficiente para dejar un frotis
visible).

2. Humedezca el area de prueba con una gota de solucién tampdn
(ID0100M).

3. Coloque la tarjeta inoculada en una bolsa/sobre de plastico
adecuada (75 mm x 100 mm aproximadamente).

4. Incube durante 30 minutos a 37 °C+2 °C.

5. Dispense una gota de solucion reveladora de PIR (ID0200M) en

el drea de la prueba. El desarrollo de un color purpura intenso
encima y alrededor de la colonia esparcida dentro de los
20 segundos siguientes confirma la actividad de PIRasa. (El color
purpura se puede ver oscurecido ligeramente por la pigmentacion
negra del sulfuro ferroso si se ha seleccionado una colonia negra).

6. Una reaccion negativa se indica mediante la ausencia de cambios
de color en el frotis de indculo.

7. El desarrollo de un color verdoso dentro del plazo de un minuto se
considera una reaccion a negativa a PIR y se debe a la presencia de
indol. Estos organismos no son especies de Salmonella.

Tabla de interpretacién

RESULTADOS ESPERADOS
Reactividad con
Grupo de OBIS
Organismo Lancefield PIR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Estreptococos del grupo C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Estreptococos del grupo F F -
Estreptococos del grupo G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

OBIS PIR esta destinada a la deteccion de actividad de PIRasa en cocos
grampositivos, negativos por catalasa y Citrobacter spp.

Algunos aislados menos frecuentes de lactococos y aerococos pueden ser
positivos por PIRasa. Es posible realizar la confirmacién de enterococos
o estreptococos del grupo A mediante asignacion de grupos serolégica
con una prueba adecuada, como el kit de determinacion de grupos de
estreptococos Oxoid (DRO595A).

Algunas cepas de Enterobacter cloacae son negativas por PIRasa.

Las reacciones con OBIS PIR son un marcador de la actividad enzimdtica y,
en ocasiones, pueden surgir cepas atipicas.

Las reacciones negativas pueden dar lugar aun cambio ligero de color. Este
se limita al punto inmediatamente contiguo a la inoculacién. Consulte los
controles positivo y negativo para contribuir a la interpretacion.

La incubacién mas alld de los 20 segundos siguientes a la aplicacion de
solucién reveladora PIR puede dar lugar a reacciones coloreadas no
especificas. Por consiguiente, es importante leer la prueba tal como se indica.
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Oxoid™ Biochemical
Identification System
(0.B.1.S.) PYR

IDOS80M

UTILISATION PREVUE

0.B.I.S. PYR est un test colorimétrique rapide et qualitatif pour la
détection de l'activité PYRase dans les streptococci etCitrobacter spp.
cultivés sur des milieux ensemencés. Le dispositif est utilisé dans le cadre
de la procédure diagnostique visant a aider les cliniciens a déterminer
les options de traitement pour les patients chez qui des infections
bactériennes sont suspectées.

Le dispositif n'est pas automatisé, il est réservé a un usage professionnel
et ne constitue pas un outil de diagnostic compagnon.

PRINCIPE DU TEST

L'activité PYRase distingue les streptocoques et les entérocoques
du groupe A des autres groupes de streptocoques, y compris les
streptocoques du groupe D (anciennement appelés streptocoques
fécaux)?, offrant ainsi une alternative de diagnostic rapide aux méthodes
de culture chronophages. De plus, la méme activité enzymatique peut
étre utilisée pour faciliter la différenciation entre les especes Salmonella
spp. et Citrobacter spp. et d'autres Enterobacteriaceae*.

Certains tests PYRase incorporent d'autres substrats chromogéniques, tels
que les B-naphthylamides. Ceux-ci offrent des performances de diagnostic
similaires, mais doivent étre manipulés et éliminés avec précaution en
raison de leur toxicité potentielle®.

Le test O.B..S. PYR utilise des cartes de test imprégnées d'acide
L-pyroglutamique ~ 7-amido-4-méthylcoumarine et d'une solution
de développement contenant du diméthylaminocinnamaldéhyde.
L'hydrolyse enzymatique de ce substrat par les entérocoques, les
streptocoques du groupe A et Citrobacter spp. produit une couleur
violette suite a I'ajout de la solution de développement PYR®.

COMPOSITION DU COFFRET (ID0580M)
Chaque coffret 0.B.1.S. PYR contient les réactifs suivants, suffisants pour
60 tests :

ID0581M Cartes test PYR : 1 sachet contenant 10 cartes et un
sachet absorbant I'humidité. Il y a 6 zones de réaction
de test sur chaque carte. 60 tests au total. Chaque carte-
test est imprégnée d'acide L-pyroglutamique 7-amido-4-
méthylcoumarine.

ID0200M  Solution de développement PYR — 1 flacon compte-gouttes

contenant 7 ml d'acide chlorhydrique 1M et 0,5 % p/v de
diméthylaminocinnamaldéhyde

ID0100M  Tampon — 1 flacon compte-gouttes contenant 7 ml de PBS

(Phosphate Buffered Saline)
Instructions d'utilisation

Matériel requis, mais non fourni

Oeses d'inoculation microbiologique en plastique.

MBD_BT_IFU-0520

PRECAUTIONS
Ce produit est prévu pour une utilisation diagnostic in vitro uniquement.

Ne pas utiliser les réactifs O.B.1.S. PYR au-dela de la date limite d'utilisation.

Les échantillons de matériaux peuvent contenir des organismes
pathogénes. Ils doivent étre manipulés avec les précautions qui
conviennent.

La solution de développement PYR (ID0200M) contient un acide faible.
Eviter le contact direct en portant un équipement de protection adapté.
Si le produit entre en contact avec la peau, les muqueuses ou les yeux,
lavez immédiatement la zone concernée en la ringant abondamment a
I'eau. Les cartes de test et les boucles d'inoculation usagées doivent étre
éliminées en tant que déchets biologiques dangereux et incinérées ou
autoclavées pendant 15 minutes a 121 °C.

Se reporter a la fiche de données de sécurité (FDS) sur le site Internet de
I'entreprise et a |'étiquetage du produit pour prendre connaissance des
informations relatives aux composants potentiellement dangereux.

Les instructions doivent étre lues et respectées scrupuleusement.

Tout incident grave se produisant en relation avec le dispositif doit é&tre
signalé au fabricant et aux autorités compétentes de I'Etat membre dans
lequel I'utilisateur ou patient est établi.

En cas de dysfonctionnement, ne pas utiliser le dispositif.

CONSERVATION ET OUVERTURE

Ce coffret doit étre conservé entre 2 et 8 °C. Laissez les sachets atteindre
la température ambiante avant de les ouvrir pour éviter la formation de
condensation sur les cartes de test.

Ouvrez les sachets en coupant avec des ciseaux entre le joint a |'extrémité
du sachet et le joint de fermeture a glissiére.

Une fois ouvert, retirez le nombre de cartes de test nécessaires pour
effectuer des tests dans les 10 minutes qui suivent et refermez le sachet
immédiatement. Si moins de tests sont nécessaires, coupez la carte de
test et remettez les parties non utilisées dans le sachet. Ne remettez pas
les portions utilisées dans le sachet car elles seront contaminées dans ces
conditions.

Conservés comme indiqué, les réactifs conservent leur activité jusqu'a la
date limite d'utilisation indiquée sur la boite.

PROCEDURE DE CONTROLE QUALITE
Chaque jour ou le kit est utilisé, les procédures de contrdle suivantes
doivent étre effectuées :

1. Contrdle positif — Utilisez une souche positive a la PYRase connue,
telle que Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo Scientific™
Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes ATCC™ 19615
(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000) OU Citrobacter
freundii ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800).
Suivez la méthode indiquée dans la procédure de test. Assurez-
vous qu'une couleur violette se forme dans les 20 secondes.

2. Contrdle négatif — Utilisez une souche connue négative pour
la PYRase, telle que Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813 or
Salmonella enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-
Loops™ R4608200). Suivez la méthode indiquée dans la procédure
de test. Assurez-vous qu'aucune couleur violette ne se forme dans
les 20 secondes.

Ne pas utiliser les réactifs si les réactions avec les organismes de
contrdle sont incorrectes.
PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Pour les détails de la collecte et du traitement des échantillons, il convient
de consulter un manuel standard’.

Lors de l'identification des entérocoques et des streptocoques du
groupe A :

Les cultures primaires ou secondaires fraiches cultivées pendant une
nuit sur des milieux non sélectifs tels que la gélose au sang donnent les
meilleurs résultats. Les colonies testées doivent étre des cocci a gram
positif et a catalase négative. En cas de croissance insuffisante, une sous-
culture doit étre effectuée.

Lors de l'identification de Citrobacter spp. parmi Salmonella spp. et
Enterobacteriaceae :

Les colonies provenant de milieux non sélectifs ou de milieux sélectifs
(tels que le milieu XLD, la gélose MLCB, la gélose MacConkey, la gélose
au citrate de désoxycholate, la gélose Salmonella Shigella, la gélose verte
brillante ou la gélose entérique Hektoen (procédure de test modifiée
requise — voir ci-dessous)) peuvent étre utilisées. Les boites doivent étre
testées au maximum une heure aprés avoir été retirées de I'incubateur.

Les colonies doivent étre a gram négatif, a oxydase négative et a uréase
négative’.

PROCEDURE

1. Appliquer une colonie suspecte (0,5 mm ou plus) sur la zone de
test a l'aide d'une anse en plastique (assez pour faire un frottis
visible).

2. Humidifier la zone de test avec 1 goutte de tampon (IDO100M).

3. Incuber la carte-test inoculée a température ambiante (15-30 °C)

pendant 5 minutes.

4. Verser 1 goutte de solution de développement PYR (ID0200M)
sur la zone de test. Le développement d'une couleur violette vive
sur et autour des colonies en 20 secondes confirme I'activité de la
PYRase.

LECTURE ET INTERPRETATION DES RESULTATS
Résultat positif

Un résultat positif est indiqué par le développement d'une couleur violette
vive dans la partie inoculée de la zone de test dans les 20 secondes suivant
I'ajout de la solution de développement.

Résultat négatif

Un résultat négatif est indiqué par I'absence de développement de la

couleur dans la partie inoculée de la zone d'essai dans la période de 20

secondes suivant |'ajout de la solution de développement.

PROCEDURE DE TEST MODIFIEE — GELOSE ENTERIQUE HEKTOEN

1. Appliquer une colonie suspecte (0,5 mm ou plus) a la zone de test
a l'aide d'une anse en plastique (assez pour faire un frottis visible).

2. Humidifier la zone de test avec une goutte de solution tampon
(ID0100M).
3. Placer la carte inoculée dans un sac/une pochette en plastique

approprié(e) (environ 75 mm X 100 mm).
4. Incuber a 37 °C + 2 °C pendant 30 minutes.

5. Verser 1 goutte de solution de développement PYR (ID0200M) sur
la zone de test. Le développement d'une couleur violette vive sur
et autour des colonies déposées en 20 secondes confirme l'activité
de la PYRase. (La couleur violette peut étre légérement obscurcie
par la pigmentation noire du sulfure ferreux si une colonie noire
est sélectionnée.)

6. Une réaction négative est indiquée par aucun changement de
couleur du frottis d'inoculum.

7. L'apparition d'une couleur verdatre en une minute est considérée
comme une réaction PYR négative et est due a la présence
d'indole. Ces organismes ne sont pas Salmonelle spp.

Tableau d'interprétation

RESULTATS ESCOMPTES
Réactivité avec
Groupe 0.B.l.S.
Organisme Lancefield PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptococcus Group C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Streptococcus Group F F -
Streptococcus Group G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

LIMITES DU TEST

0.B.1.S. PYR est destiné a la détection de I'activité PYRase dans les cocci a
gram positif, a catalase négative et Citrobacter spp.

Des isolats moins fréquents de lactocoques et d'aérocoques peuvent
étre positifs a la PYRase. La confirmation de la présence d'entérocoques
ou de streptocoques du groupe A peut étre obtenue par groupage
sérologique a l'aide d'un test approprié, par exemple le kit de groupage
des streptocoques Oxoid (DRO595A).

Certaines souches de Enterobacter cloacae sont PYRase négatives.

Les réactions avec OBIS PYR sont un marqueur de I'activité enzymatique
et des souches atypiques peuvent parfois apparaitre.

Un léger changement de couleur peut se développer avec des réactions
négatives. Ceci est limité au site immédiat d'inoculation. Se référer aux
controles positifs et négatifs pour faciliter I'interprétation.

L'incubation au-dela de 20 secondes aprés l'ajout de la solution de
développement PYR peut produire des réactions colorées non spécifiques.
Il est donc important que le test soit lu comme indiqué.
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RENDELTETESSZERU HASZNALAT

0.B.I.S. A PYR egy gyors, kvalitativ, kolorimetrikus teszt a PYRaz-
aktivitdas kimutatasara taptalajokon tenyésztett Streptococcus
és Citrobacter spp. baktériumokban. Az eszkoz diagnosztikai
munkafolyamatban hasznalatos, hogy segitse a klinikusokat
a bakteridlis fert6zésre gyanls betegek lehetséges kezelési
lehet8ségeinek alkalmazasaban.

Az eszkdz nem automatizélt, kizérélag professziondlis hasznélatra
szolgal, és nem egy kapcsolt diagnosztikai eszkoz.

A TESZT ELVE

A PYR&4z-aktivitds  megkllonbozteti az A csoportu
streptococcusokat és az enterococcusokat mas streptococcus
csoportoktol, beleértve a D csoportd  streptococcusokat
(kordbban fekalis streptococcusoknak nevezték &ket? is, igy
gyors diagnosztikai alternativat kindl az idGigényes tenyésztési
moddszerek helyett. Ezenkivil ugyanez az enzimaktivitas
felhaszndlhaté a Salmonella spp. megkilonboztetésére a
Citrobacter spp. és mas Enterobacteriaceae* fajoktdl.

Egyes PYRaz-tesztek mas kromogén szubsztratokat, példaul
B-naftilamidokat tartalmaznak. Ezek hasonldé diagnosztikai
teljesitményt nydjtanak, de lehetséges toxicitasuk miatt évatosan
kell kezelni és artalmatlanitani 6ket°.

Az O.B.L.S. PYR-teszt L-piroglutaminsav-7-amid-4-metilkumarinnal
és dimetil-aminocinnamaldehidet tartalmazd fejlesztGoldattal
impregnalt tesztkartydkat hasznal. E szubsztrat enzimatikus
hidrolizise enterococcusok, A csoportl streptococcusok és
Citrobacter spp. altal lila szint eredményez a PYR fejlesztoldat®
hozzaadasat kovetSen.

A KESZLET OSSZETEVO! (ID0580M)
Minden O.B.L.S. PYR-készlet a kovetkezd, 60 teszthez elegendd
reagenseket tartalmazza:

ID0O581M PYR tesztkartyak: 1 tasak, amely 10 kartydt és
egy nedvességelnyel§ tasakot tartalmaz. Minden
kartyan 6 tesztreakcid-terllet taldlhatd. 60 teszt
osszesen. Mindegyik tesztkartya L-piroglutaminsav-
7-amid-4-metilkumarinnal van impregnalva.

ID0200M  PYRfejleszt6oldat-1cseppentds tiveg, amely 7ml 1M
sésavat és 0,5% w/v dimetil-aminocinnamaldehidet
tartalmaz

ID0100M  Puffer - 1 cseppent8s Uveg, amely 7 ml PBS-t

(foszfatpufferes sdoldatot) tartalmaz

Hasznalati utasitds (IFU)

Szuiksé de nemn

-3

anyagok

M(ianyag mikrobioldgiai oltokacsok.
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OVINTEZKEDESEK

MINTAVETEL ES ELOKESZITES

A termék kizérdlag in vitro diagnosztikai felhasznaldsra szolgal.

Ne hasznalja az 0.B.l.S. PYR-reagenseket a lejarati idén tul.

A mintaanyag kérokozd szervezeteket tartalmazhat, megfelel§
dvintézkedésekkel kell kezelni.

A PYR fejlesztGoldat (IDO200M) gyenge savat tartalmaz. Megfelel§
védéfelszerelés viselésével kerilje a kozvetlen érintkezést.
Ha az anyag bdérrel, nyédlkahdrtydval vagy szemmel érintkezik,
b& vizzel ledblitve azonnal mossa le a teriletet. A haszndlt
tesztkdrtydkat és oltokacsokat bioldgiailag veszélyes hulladékként
kell artalmatlanitani, és el kell égetni vagy 15 percig 121 °C-on
autoklavozni kell 6ket.

A potencidlisan  veszélyes  OsszetevGkkel kapcsolatos
informdciokért lasd az anyagbiztonsagi adatlapot (SDS) a vallalat
weboldaldn és a termékcimkét.

Az utasitasokat gondosan el kell olvasni és kovetni kell.

Az eszkozzel kapcsolatban bekovetkezett minden stlyos eseményt
jelenteni kell a gyarténak és a felhasznal6 és/vagy a beteg lakhelye
szerinti tagéllam illetékes hatdsaganak.

Meghibdsodas esetén ne hasznalja az eszkozt.

TAROLAS ES FELNYITAS

Ezt a készletet 2—-8 °C-on kell tarolni. Hagyja, hogy a tasakok
felnyitas el6tt elériék a szobah6mérsékletet, nehogy a para
kicsapddjon a tesztkartyakon.

A tasakokat gy nyissa ki, hogy olléval elvégja a tasak végén lévg
lezdrds és a simitozar kozotti részt.

Ha kinyitotta, vegye ki a kdvetkezd 10 percen beldl a vizsgalathoz
szlikséges szdmu tesztkartydt, és azonnal zdrja vissza a tasakot.
Ha kevesebb vizsgalatra van sziikség, vagja ki a tesztkartyat, és a
fel nem hasznalt részeket tegye vissza a tasakba. Ne tegye vissza
a hasznalt részeket a tasakba, mert azok ilyen kérilmények kozott
szennyezédnek.

A megjeldlt médon tarolva a reagensek a dobozon feltiintetett
lejarati ddtumig megdrzik a reakcioképességiiket.

MINGSEG-ELLENGRZESI ELJARAS

A készlet hasznalatdnak minden napjan a kovetkezd ellendrzési
eljarasokat kell elvégezni:

1. Pozitiv kontroll — Haszndljon egy ismert PYR&z-
pozitiv torzset, példaul Enterococcus faecalis ATCC™
29212 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607030),
Streptococcus pyogenes ATCC™ 19615 (Thermo Scientific™
Culti-Loops™ R4607000) vagy Citrobacter freundii ATCC™
8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800) torzset.
Kovesse a vizsgdlati eljarasban megadott mddszert.
GyG6z6djon meg arrdl, hogy 20 mdasodpercen beldl lila szin
alakul ki.

2. Negativ kontroll — Haszndljon ismert PYR&z-negativ
torzset, példaul Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813
vagy Salmonella enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo
Scientific™ Culti-Loops™ R4608200) torzset. Kovesse a
vizsgalati eljdrasban megadott mddszert. Gy6z6djon meg
arrdl, hogy 20 masodpercen beltl nem alakul ki lila szin.

Ne hasznalja a reagenseket, ha a kontrollszervezetekkel kivaltott
reakciok nem megfelelGek.

A mintagy(jtés és a kezelés részletes leirasat olvassa el egy
szokvanyos tankdnyvben’.

Az enterococcusok és az A csoportu streptococcusok azonositasakor:

A legjobb eredményeket nem szelektiv taptalajon, példaul
véragaron egy éjszakdn at tenyésztett friss elsGdleges vagy
masodlagos tenyészetek adjak. A vizsgalt telepeknek Gram-
pozitiv coccusoknak és katalaz-negativnak kell lennitk. Elégtelen
szaporodas esetén tovabbtenyésztést kell végezni.

A Citrobacter spp. megkilonboztetése a Salmonella spp. és az
Enterobacteriaceae fajoktdl:

Nem szelektiv tdptalajon vagy szelektiv taptalajon (pl. XLD
Medium, MLCB Agar, MacConkey Agar, Desoxycholate Citrate
Agar, Salmonella Shigella Agar, Brilliant Green Agar vagy Hektoen
Enteric Agar (mddositott vizsgalati eljaras sziikséges - lasd alabb))
1évé telepek haszndlhatdk. A lemezeket legfeljebb egy déraval az
inkubatorbol vald kivételt kovetSen kell tesztelni.

A telepeknek Gram-negativnak, oxidaz-negativnak és uredz-
negativnak kell lenniiik’.

TESZTELESI ELJARAS

1. Vigyen fel egy gyanus (0,5 mm-es vagy nagyobb) telepet
a vizsgalati terlletre egy m(anyag kaccsal (annyit, hogy
lathaté kenetet készitsen).

2. Nedvesitse meg a vizsgdlati terlletet 1 csepp pufferrel
(ID0O100M).

3. Az inokuldlt tesztkartyat szobah&mérsékleten (15-30°C)
inkubalja 5 percig.

4. Adagoljon 1 csepp PYR fejleszt6oldatot (IDO200M)
a tesztterlletre. A PYR&z-aktivitast megerdsiti, ha a
telepeken és a telepek kortl 20 méasodpercen belll élénk
lila szin alakul ki.

AZ EREDMENYEK LEOLVASASA ES ERTELMEZESE
Pozitiv eredmény

A pozitiv eredményt az jelzi, ha a tesztterilet inokulalt részén a
fejleszt6oldat hozzaadasat kdvet6 20 masodpercen bell élénk lila
szin alakul ki.

Negativ eredmény

A negativ eredményt az jelzi, ha a tesztterllet inokulalt részén
a fejlesztGoldat hozzaadasat kovets 20 méasodpercen belil nem
jelenik meg elszinez&dés.

MODOSITOTT VIZSGALATI ELJARAS - HEKTOEN ENTERIC AGAR
1. Vigyen fel egy gyanus (0,5 mm-es vagy nagyobb) telepet

a vizsgalati terUletre egy mUanyag kaccsal (annyit, hogy
lathatd kenetet készitsen).

2. Nedvesitse meg a vizsgdlati terlletet egy csepp
pufferoldattal (ID0O100M).
3. Helyezze az inokuldlt kartyat egy megfelel6 miianyag

tasakba/tokba (kb. 75 mm X 100 mm).
4. Inkubdlja 37 °C + 2 °C-on 30 percig.

5. Adagoljon egy csepp PYR fejlesztéoldatot (ID0200M) a
tesztterlletre. A PYRaz-aktivitast megerdsiti, ha a kenetként
felvitt telepeken és a telepek kortil 20 méasodpercen beldl
élénk lila szin alakul ki. (A lila szint kissé elfedheti a vas-
szulfid fekete pigmentécidja, ha fekete koldniat valasztott.)

6. A negativ reakciot az jelzi, hogy az inokulumkenet szine
nem valtozik.
7. A zOldes szin egy percen belili kialakuldsa negativ PYR-

reakcionak tekinthetd, és az indol jelenlétének tudhatd be.
Ezek nem Salmonella spp. organizmusok.

Ertelmezési tablazat

VARTHATO EREDMENYEK

Reakcioképesség

Lancefield 0.B.1.S.

Mikroorganizmus csoporttal PYR-rel
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptococcus csoport C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Streptococcus csoport: F F -
Streptococcus csoport: G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

A VIZSGALAT KORLATAI

0.B.1.S. A PYR a PYRaz-aktivitds kimutatasara szolgal Gram-pozitiv,
kataldz-negativ coccusokban és Citrobacter spp. baktériumokban.

A ritkdbban eléforduld lactococcusok és aerococcusok izoldtumai
PYRase-pozitivak lehetnek. Az enterococcusok vagy az A csoportu
streptococcusok megerdsitése egy megfelel6 teszttel, pl. az
Oxoid Streptococcal Grouping Kit (DR0595A) termékkel végzett
szeroldgiai csoportositdssal torténhet.

Az Enterobacter cloacae egyes torzsei PYRaz-negativak.

Az O.B.L.S. reakcidi. A PYR az enzimaktivitdis markere, és
esetenként el6fordulhatnak atipikus torzsek.

Negativ reakciok esetén enyhe szinvdltozas alakulhat ki. Ez
az inokuldlds kozvetlen helyére korlatozddik. Az értelmezés
megkonnyitése érdekében hivatkozzon a pozitiv és negativ
kontrollokra.

A PYR fejleszt6oldat hozzdadasat koéveté 20 masodpercen tuli
inkubalds nem specifikus szinreakcidkat eredményezhet. Ezért
fontos, hogy a tesztet a jelzett mddon olvassa le.
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USO PREVISTO

0.B.I.S. PYR & un test colorimetrico, qualitativo e rapido per la
rilevazione dell'attivita della PYRasi in streptococchi e Citrobacter spp.
coltivati in terreno su piastra. Il dispositivo e utilizzato in un flusso di
lavoro diagnostico per facilitare i medici nelle potenziali opzioni di
trattamento per i pazienti con sospette infezioni batteriche.

Il dispositivo non & automatizzato, & solo per uso professionale
e non da considerarsi un test diagnostico di accompagnamento.

PRINCIPIO DEL TEST

L'attivita di PYRasi distingue gli streptococchi e gli enterococchi di
gruppo A da altri gruppi di streptococchi inclusi quelli di gruppo D
(precedentemente detti streptococchi fecali)?, offrendo cosi una
rapida alternativa diagnostica ai metodi di coltura che richiedono
tempo. Inoltre, la stessa attivita enzimatica puo essere utilizzata per
favorire la differenziazione di Salmonella spp. da Citrobacter spp. e
altre Enterobacteriaceae®*.

Alcuni test di PYRasi incorporano altri substrati cromogeni, come le
B-naftilammidi. Questi forniscono prestazioni diagnostiche simili,
ma devono essere maneggiati e smaltiti con cura a causa della loro
potenziale tossicita®.

Il test O.B.I.S. PYR utilizza cartoncini di reazione impregnati di acido
L-piroglutammico  7-ammido-4-metilcumarina e una soluzione
di sviluppo contenente dimetilamminocinnamaldeide. L'idrolisi
enzimatica di questo substrato da parte di enterococchi, streptococchi
di gruppo A e Citrobacter spp. produce un colore viola dopo I'aggiunta
della PYR Developing Solution®.

COMPONENTI DEL KIT (IDO580M)
Ogni kit O.B.1.S. PYR contiene i seguenti reagenti, sufficienti per 60 test:

ID0581M  PYR Test Cards: 1 sacchetto contenente 10 cartoncini
e una bustina assorbente I'umidita. Ci sono 6 aree di
reazione al test su ogni cartoncino. 60 test in totale.
Ogni cartoncino di reazione e impregnato di acido

L-piroglutammico 7-ammido-4-metilcumarina.

ID0200M  PYR Developing Solution: 1 flacone contagocce

contenente 7 ml di acido cloridrico 1 M e 0,5% p/v di
dimetilamminocinnamaldeide

ID0100M  Buffer: 1 flacone contagocce contenente 7 ml di PBS

(Phosphate Buffered Saline)
Istruzioni per l'uso (IFU)

Materiali richiesti ma non forniti

Anse da inoculo microbiologico in plastica.

MBD_BT_IFU-0520

PRECAUZIONI

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Questo prodotto & solo per uso diagnostico in vitro.
Non utilizzare i reagenti O.B.1.S. PYR oltre la data di scadenza.

| materiali dei campioni possono contenere organismi patogeni e
devono pertanto essere maneggiati con le opportune precauzioni.

La PYR Developing Solution (ID0200M) contiene un acido debole.
Evitare il contatto diretto indossando adeguati dispositivi di
protezione. Se il materiale viene a contatto con la pelle, le mucose o gli
occhi, lavare immediatamente I'area risciacquando abbondantemente
con acqua. Smaltire i cartoncini di reazione e le anse da inoculo usati
come rifiuti a rischio biologico e incenerirli o sterilizzarli in autoclave
per 15 minutia 121 °C.

Fare riferimento alla scheda relativa ai dati di sicurezza (SDS) sul sito
web dell'azienda e all'etichettatura del prodotto per informazioni sui
componenti potenzialmente pericolosi.

Leggere e attenersi scrupolosamente alle istruzioni.

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo deve
essere segnalato al fabbricante e all'autorita competente dello Stato
membro in cui risiedono I'utilizzatore e/o il paziente.

In caso di malfunzionamento, non utilizzare il dispositivo.

CONSERVAZIONE E APERTURA

Il kit deve essere conservato a 2-8 °C. Lasciare che i sacchetti
raggiungano la temperatura ambiente prima dell'apertura per evitare
la formazione di condensa sui cartoncini di reazione.

Aprire i sacchetti tagliando con le forbici tra il sigillo all'estremita del
sacchetto e la chiusura lampo.

Una volta aperto, rimuovere il numero di cartoncini di reazione
necessari per il test entro i successivi 10 minuti e richiudere
immediatamente il sacchetto. Se sono necessari meno test, tagliare
il cartoncino e rimettere la parte non utilizzata nel sacchetto. Non
rimettere le parti usate nel sacchetto perché in queste condizioni
saranno contaminate.

Se conservati come descritto, i reagenti manterranno la loro
attivita fino alla data di scadenza indicata sulla confezione.

PROCEDURA DI CONTROLLO QUALITA

Eseguire le procedure di controllo seguenti ogni giorno in cui si utilizza
il kit:

1. Controllo positivo - Utilizzare un ceppo PYRasi positivo
noto come Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo
Scientific™  Culti-Loops™  R4607030), Streptococcus
pyogenes ATCC™ 19615 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™
R4607000) o Citrobacter freundii ATCC™ 8090 (Thermo
Scientific™ Culti-Loops™ R4601800). Seguire il metodo
indicato nella procedura di test. Assicurarsi che si formi un
colore viola entro 20 secondi.

2. Controllo negativo - Utilizzare un ceppo PYRasi negativo
noto come Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813 o
Salmonella enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™
Culti-Loops™ R4608200). Seguire il metodo indicato nella
procedura di test. Assicurarsi che non si formi alcun colore
viola entro 20 secondi.

Non utilizzare i reagenti in presenza di reazioni non appropriate
con gli organismi di controllo.

Per i dettagli sulla raccolta e il trattamento dei campioni consultare un
libro di testo standard’.

Quando si identificano enterococchi e streptococchi di gruppo A:

Colture primarie o secondarie fresche coltivate durante la notte su
terreni non selettivi come agar sangue danno i migliori risultati. Le
colonie testate devono essere cocchi Gram-positivi e catalasi-negativi.
In caso di crescita insufficiente, eseguire una subcoltura.

Con identificazione di Citrobacter spp. da Salmonella spp. ed
Enterobacteriaceae:

Possono essere utilizzate colonie da terreni non selettivi o terreni
selettivi (come XLD Medium, MLCB Agar, MacConkey Agar,
Desoxycholate Citrate Agar, Salmonella Shigella Agar, Brilliant Green
Agar o Hektoen Enteric Agar (procedura del test modificata richiesta -
vedere di seguito)). Le piastre devono essere testate entro un massimo
di un'ora dalla rimozione dall'incubatrice.

Le colonie dovrebbero essere Gram-negative, ossidasi-negative
e ureasi-negative’.

PROCEDURA DEL TEST

1. Applicare una colonia sospetta (0,5 mm o piu grande)
sull'area del test utilizzando un'ansa di plastica (sufficiente
per creare uno striscio visibile).

2. Inumidire I'area del test con 1 goccia di tampone
(ID0100M).
3. Incubare il cartoncino di reazione inoculato a temperatura

ambiente (15-30 °C) per 5 minuti.

4, Dispensare 1 goccia di PYR Developing Solution (ID0200M)
sull'area del test. Lo sviluppo di un vivido colore viola sopra
e intorno alle colonie entro 20 secondi conferma I'attivita
di PYRasi.

LETTURA E INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
Risultato positivo

Un risultato positivo & indicato dallo sviluppo di un vivido colore viola
nella parte inoculata dell'area del test entro 20 secondi dall'aggiunta
della soluzione di sviluppo.

Risultato negativo

Un risultato negativo € indicato dall'assenza di sviluppo di

colore nella parte inoculata dell'area del test entro 20 secondi

dall'aggiunta della soluzione di sviluppo.

PROCEDURA DEL TEST MODIFICATA - HEKTOEN ENTERIC AGAR

1. Applicare una colonia sospetta (0,5 mm o piu grande)
sull'area del test utilizzando un'ansa di plastica (sufficiente
per creare uno striscio visibile).

2. Inumidire l'area del test con una goccia di soluzione
tampone (ID0100M).

3. Mettere il cartoncino inoculato in un sacchetto/busta di
plastica adatti (circa 75 mm x 100 mm).

4. Incubare a 37 °C £ 2 °C per 30 minuti.

Dispensare una goccia di PYR Developing Solution
(ID0200M) sull'area del test. Lo sviluppo di un vivido colore
viola sopra e intorno alle colonie strisciate entro 20 secondi
conferma |'attivita di PYRasi. (Il colore viola puo essere
leggermente oscurato dalla pigmentazione nera del solfuro
ferroso se viene selezionata una colonia nera.)

6. Una reazione negativa € indicata da nessun cambiamento
di colore dello striscio di inoculo.

7. Lo sviluppo di un colore verdastro entro un minuto &
considerato una reazione PYR negativa ed & dovuto alla
presenza di indolo. Questi organismi non sono Salmonella spp.

Tabella di interpretazione

RISULTATI ATTESI
Reattivita con
Gruppo 0.B.1.S.
Organismo Lancefield PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptococcus gruppo C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Streptococcus gruppo F F -
Streptococcus gruppo G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

LIMITAZIONI DEL TEST

0.B.I.S. PYR & destinato alla rilevazione dell'attivita della PYRasi in
cocchi Gram-positivi, catalasi-negativi e Citrobacter spp.

Gli isolati meno comuni di lattococchi e aerococchi possono essere
PYRasi positivi. La conferma di enterococchi o streptococchi di gruppo A
puo essere ottenuta mediante raggruppamento sierologico con un test
adeguato, ad esempio Oxoid Streptococcal Grouping Kit (DRO595A).

Alcuni ceppi di Enterobacter cloacae sono PYRasi negativi.

Le reazioni con 0.B.l.S. PYR sono un marker dell'attivita enzimatica e
occasionalmente possono verificarsi ceppi atipici.

Un leggero cambiamento di colore puo svilupparsi con reazioni
negative. Questo & limitato al sito immediato di inoculazione. Fare
riferimento ai controlli positivi e negativi per facilitare I'interpretazione.

L'incubazione oltre i 20 secondi dopo I'aggiunta della soluzione
di sviluppo PYR pu0 produrre reazioni di colore non specifiche. E
quindi importante che il test venga letto come indicato.
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IDOS8OM...
PRZEZNACZENIE

0.B.L.S. PYR to szybki, jakosciowy, kolorymetryczny test do wykrywania
aktywnosci PYRazy u paciorkowcéw i dla gatunku Citrobacter hodowanych
na podtozach posiewowych. Wyréb jest wykorzystywany w procesie
diagnostycznym, aby pomdc klinicystom w okreslaniu mozliwych metod
leczenia pacjentow z podejrzeniem infekcji bakteryjnych.

Europa + 800 135 79 135
CA 1855 805 8539

.V 60

Wyrdb nie jest zautomatyzowany, jest przeznaczony wytacznie do uzytku
profesjonalnego i nie stanowi narzedzia do diagnostyki towarzyszacej.

ZASADA BADANIA

Aktywnos$¢ PYRase odrdznia paciorkowce grupy A i enterokoki od innych
grup paciorkowcdw, w tym paciorkowcéw grupy D (wczesniej nazywanych
paciorkowcami katowymi)*?, oferujgc w ten sposéb szybka diagnostyczng
alternatywe dla czasochfonnych metod hodowlanych. Ponadto ta sama
aktywnos¢ enzymatyczna moze by¢ uzyta, aby pomdc w odrdznieniu
gatunku Salmonella od gatunku Citrobacter i innych gatunkéw
Enterobacteriaceae®*.

Niektdre testy PYRase zawierajg inne substraty chromogenne takie jak
B-naftyloamidy. Zapewniajg one podobna skuteczno$¢ diagnostyczng, ale
nalezy sie z nimi obchodzic¢ i je usuwac z ostroznoscia ze wzgledu na ich
potencjalng toksycznosé®.

Test O.B.l.S. PYR wykorzystuje karty testowe nasycone 7-amido-4-
metylokumaryng kwasu L-piroglutaminowego oraz roztwér wywotujacy
zawierajacy aldehyd dimetyloaminocynamonowy. Hydrolizie
enzymatycznej tego substratu przez enterokoki, paciorkowce grupy A
i gatunek Citrobacter towarzyszy wytwarzanie fioletowego koloru po
dodaniu roztworu rozwijajacego PYR®.

KOMPONENTY ZESTAWU (ID0580M)
Kazdy zestaw O.B.l.S. PYR zawiera nastepujace odczynniki, wystarczajgce
na 60 testow:

1D0581M Karty testowe PYR: 1 torebka zawierajgca 10 kart
i saszetke pochtaniajaca wilgoé. Na kazdej karcie znajduje
sie 6 obszardw reakcji testowych. tacznie 60 testow.
Kazda karta testowa jest impregnowana 7-amido-4-

metylokumaryng kwasu L-piroglutaminowego.

ID0200M  Roztwdr rozwijajagcy PYR — 1 butelka z zakraplaczem

zawierajgca 7 ml 1M kwasu solnego i 0,5% w/v aldehydu
dimetyloaminocynamonowego

ID0100M Bufor — 1 butelka z zakraplaczem zawierajgca 7 ml PBS (sol

fizjologiczna buforowana fosforanem)
Instrukcja uzytkowania

Materialy wymagane, ale niedostarczone

Plastikowe ezy do zaszczepiania mikrobiologicznego.
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SRODKI OSTROZNOSCI
Ten produkt jest przeznaczony wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Nie uzywac odczynnikdw testu O.B.1.S. PYR po uptywie terminu waznosci.

Materiat prébek moze zawiera¢ organizmy chorobotwdrcze, nalezy
obchodzi¢ sie z nim z zachowaniem odpowiednich Srodkow ostroznosci.

Roztwor rozwijajacy PYR (ID0200M) zawiera staby kwas. Nalezy unikaé
bezposredniego kontaktu poprzez noszenie odpowiedniego sprzetu
ochrony osobistej. W razie kontaktu materiatu ze skdrg, btong $luzowa
lub oczami natychmiast umy¢ dang okolice duza iloscig wody. Zuzyte karty
testowe i ezy do pobierania nalezy usuwac jako odpady niebezpieczne
biologicznie i spala¢ lub sterylizowa¢ w autoklawie przez 15 minut
w temperaturze 121°C.

Informacje na temat potencjalnie niebezpiecznych sktadnikéw mozna
znalezé w Karcie Charakterystyki Substancji Niebezpiecznych (SDS) na
stronie internetowej firmy oraz na etykietach produktéw.

Nalezy uwaznie przeczytac instrukcje i postepowac zgodnie z nimi.

Kazde powazne zdarzenie, ktére miato miejsce w zwigzku z wyrobem,
nalezy zgtasza¢ producentowi i odpowiedniemu organowi paristwa
cztonkowskiego wtasciwemu uzytkownikowi i/lub pacjentowi.

W przypadku niewtasciwego dziatania nie uzywac¢ wyrobu.

PRZECHOWYWANIE | OTWIERANIE

Ten zestaw nalezy przechowywaé w temperaturze 2—8°C. Przed otwarciem
pozostawi¢ woreczki do osiggniecia temperatury pokojowej, aby zapobiec
kondensacji pary wodnej na kartach testowych.

Otworzy¢ woreczki, przecinajgc nozyczkami miedzy uszczelka na koricu
woreczka a uszczelkg z zamkiem btyskawicznym.

Po otwarciu wyja¢ wymagang do badania liczbe kart testowych w ciggu
nastepnych 10 minut i natychmiast ponownie zamkna¢ woreczek. Jesli
wymagana jest mniejsza liczba testéw, odcig¢ karte testowg i wtozyc
niewykorzystane czesci do woreczka. Nie zwraca¢ zuzytych porcji do
woreczka, poniewaz w tych warunkach zostang one skazone.

Przechowywane zgodnie ze wskazaniem, odczynniki zachowuja swojg
aktywnos¢ do daty waznosci podanej na opakowaniu.

PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI
Kazdego dnia uzywania zestawu nalezy wykonac nastepujgca procedure
kontrolna:

1. Kontrola dodatnia — Uzy¢ znanego szczepu PYRase-dodatniego
takiego jak Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo
Scientific™ Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes
ATCC™ 19615 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000) lub
Citrobacter freundii ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™
R4601800). Postepowac zgodnie z metodg podang w procedurze
testowej. Upewnic sie, ze w ciggu 20 sekund tworzy sie fioletowy
kolor.

2. Kontrola ujemna — Uzy¢ znanego szczepu PYRase-ujemnego
takiego jak Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813 lub Salmonella
enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™
R4608200). Postepowa¢ zgodnie z metoda podang w procedurze
testowej. Upewnic¢ sie, ze w ciggu 20 sekund nie tworzy sie
fioletowy kolor.

Nie stosowac odczynnikéw, jesli reakcje z organizmami kontrolnymi sg
nieprawidtowe.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK
W celu uzyskania szczegétowych informacji na temat pobierania

prébek i obchodzenia sie z nimi nalezy zapoznac sie ze standardowym
podrecznikiem’.

Podczas identyfikacji enterokokdw i paciorkowcéw grupy A:

Najlepsze wyniki dajg swieze pierwotne lub wtdrne kultury hodowane
przez noc na nieselektywnych podtozach, takich jak agar z krwia. Badane
kolonie musza by¢ ziarniakami Gram-dodatnimi i katalazo-ujemnymi.
W przypadku niedostatecznego wzrostu nalezy wykona¢ podhodowle.

Podczas identyfikacji gatunku Citrobacter z gatunku Salmonella
i Enterobacteriaceae:

Mozna uzy¢ kolonii z pozywek nieselektywnych Iub pozywek
selektywnych (takich jak pozywka XLD, agar MLCB, agar MacConkeya,
agar dezoksycholanowo-cytrynowy, agar Salmonella Shigella, agar
z zielenia brylantowa lub agar dla bakterii jelitowych Hektoen (wymagana
zmodyfikowana procedura testu — patrz ponizej)). Ptytki nalezy testowad
maksymalnie godzing po wyjeciu z inkubatora.

Kolonie powinny by¢ Gram-ujemne, oksydazo-ujemne i ureazo-ujemne’.

PROCEDURA TESTOWA

1. Natozy¢ jedna podejrzang kolonie (0,5 mm lub wigkszg) na obszar
testowy za pomoca plastikowej ezy (wystarczajacej, aby uzyskac
widoczny rozmaz).

2. Zwilzy¢ obszar testowy 1 kropla buforu (ID0100M).

3. Inkubowac inokulowana karte testowa w temperaturze pokojowej
(15-30°C) przez 5 minut.

4, Doda¢ 1 krople roztworu rozwijajgcego PYR (ID0O200M) na
obszar testowy. Pojawienie sie w ciggu 20 sekund intensywnie
fioletowego koloru na i wokét rozmazanej kolonii potwierdza
aktywnos¢ PYRase.

ODCZYT | INTERPRETACJA WYNIKOW
Wynik dodatni

Wynik dodatni jest wskazywany przez pojawienie sie intensywnego
fioletowego koloru w zaszczepionej czesci obszaru testowego w ciggu
20 sekund po dodaniu roztworu rozwijajacego.

Wynik ujemny

Wynik ujemny jest wskazywany przez brak koloru w zaszczepionej czesci
obszaru testowego w ciggu 20 sekund po dodaniu roztworu rozwijajgcego.
ZMODYFIKOWANA PROCEDURA TESTOWA — AGAR DLA BAKTERII
JELITOWYCH HEKTOEN

1. Natozy¢ jedna podejrzang kolonie (0,5 mm lub wiekszg) na obszar

testowy za pomoca plastikowej ezy (wystarczajgcej, aby uzyskaé
widoczny rozmaz).

2. Zwilzy¢ obszar testowy jedng kroplg roztworu buforowego
(ID0100M).
3. Umiesci¢ zaszczepiong karte w odpowiedniej plastikowej torbie/

koszulce (okoto 75 mm X 100 mm).
4. Inkubowa¢ w 37°C+2°C przez 30 minut.

5. Doda¢ jedna krople roztworu rozwijajagcego PYR (ID0200M) na
obszar testowy. Pojawienie sie w ciggu 20 sekund intensywnie
fioletowego koloru na i wokét rozmazanej kolonii potwierdza
aktywnos¢ PYRase. (Fioletowy kolor moze by¢ nieco przyémiony
czarng pigmentacjg siarczku zelazawego, jesli wybrano czarng

kolonig).
6. Reakcja ujemna oznacza brak zmiany koloru rozmazu z inokulum.
7. Pojawienie sie zielonkawego zabarwienia w ciggu jednej minuty

jest uwazane za ujemna reakcje PYR i jest spowodowane
obecnoscig indolu. Te organizmy nie naleza do gatunku Salmonella.

Tabela interpretacji

OCZEKIWANE REZULTATY
Reaktywnosé
Grupa 0.B.1.S.
Organizm Lancefield PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Grupa Streptococcus C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Grupa Streptococcus F F -
Grupa Streptococcus G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

OGRANICZENIA TESTU

Test O.B..S. PYR jest przeznaczony do wykrywania aktywnosci
PYRazy w Gram-dodatnich, katalazo-ujemnych ziarniakach i gatunku
Cytrobakterie.

Rzadziej spotykane izolaty lactococci i aerococci moga by¢ PYRase-
dodatnie. Potwierdzenie obecnosci enterokokéw lub paciorkowcow
grupy A mozna uzyskaé poprzez grupowanie serologiczne odpowiednim
testem, np. zestawem Oxoid do grupowania gatunku Streptococcal
(DRO595A).

Niektdre szczepy Enterobacter cloacae s ujemne pod wzgledem PYRazy.

Reakcje z testem O.B.I.S. PYR sa markerem aktywnosci enzymatycznej
i czasami moga wystapi¢ nietypowe szczepy.

Niewielka zmiana koloru moze wystapi¢ w przypadku reakcji ujemnych.
Ogranicza sie to do bezposredniego miejsca zaszczepienia. Aby utatwic¢
interpretacje, nalezy zapoznac sig z kontrolami dodatnimi i ujemnymi.

Inkubacja przez ponad 20 sekund po dodaniu roztworu rozwijajgcego PYR
moze wywotaé nieswoiste reakcje barwne. Dlatego wazne jest, aby test
byt odczytywany zgodnie z opisem.
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LEGENDA SYMBOLI

Numer katalogowy

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Kod partii (numer serii)

Ograniczenia temperatury (temp. przechowywania)

Uzy¢ przed (termin waznosci)

Nie uzywac ponownie

Zapoznac sie z instrukcjg uzytkowania

Nie uzywac w przypadku uszkodzonego opakowania

Zawarto$¢ wystarcza na <n> testow

Wyprodukowano przez

Autoryzowany przedstawiciel w Europie
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Aby uzyskaé pomoc techniczna, nalezy skontaktowac sie z lokalnym
dystrybutorem.

©2025 Thermo Fisher Scientific Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Znaki katalogowe ATCC i ATCC sg znakiem towarowym American Type
Culture Collection.

Wszystkie inne znaki towarowe sg wtasnoscig Thermo Fisher Scientific
Inc. i jej spotek zaleznych.
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Oxoid™ Biochemical
Identification System
(0.B.1.S.) PYR

IDOS80M

UTILIZAGAO PREVISTA

0 0.B.I.S. PYR é um teste colorimétrico rapido, qualitativo, para a dete¢do
da atividade de PYRase em estreptococos e Citrobacter spp. cultivados
em meios em placas. O dispositivo é utilizado num procedimento de
diagnostico para ajudar os médicos a determinar as opgdes de tratamento
para os doentes com suspeita de infe¢des bacterianas.

O dispositivo ndo é automatizado, destina-se exclusivamente a utilizagdo
profissional e ndo consiste num meio de diagndstico complementar.

PRINCIPIO DO TESTE

A atividade da PYRase distingue os estreptococos e enterococos do
Grupo A de outros grupos estreptocécicos, incluindo os estreptococos do
Grupo D (anteriormente chamados estreptococos fecais),*? oferecendo
assim uma alternativa de diagnodstico rapido para métodos de cultura
demorados. Além disso, a mesma atividade enzimdtica pode ser utilizada
para auxiliar na diferenciagdo de Salmonella spp. em relagdo a Citrobacter
spp. e outras Enterobacteriaceae.>*

Alguns testes de PYRase incorporam outros substratos cromogénicos,
como as B-naftilamidas. Estes oferecem um desempenho diagnéstico
semelhante, mas devem ser manuseados e eliminados com cuidado
devido a sua potencial toxicidade.®

O teste O.B.L.S. PYR utiliza cartdes de teste impregnados com d&cido
L-piroglutdmico 7-amido-4-metilcumarina e uma solugdo reveladora com
dimetilaminocinamaldeido. A hidrélise enzimatica deste substrato por
enterococos, estreptococos do Grupo A e Citrobacter spp. produz uma
cor roxa apos a adigdo da Solugdo reveladora PYR.®

COMPONENTES DO KIT (ID0580M)
Cada kit de O.B.1.S. PYR contém os seguintes reagentes, suficientes para
60 testes:

Cartdes de teste PYR: 1 bolsa com 10 cartées e uma
saqueta de absorgdo de humidade. Existem 6 areas de
reagdo de teste em cada cartdo. 60 testes no total. Cada
cartdo de teste é impregnado com &cido L-piroglutamico
7-amido-4-metilcumarina.

ID0581M

ID0200M  Solugdo de revelagdo PYR - 1 frasco conta-gotas com 7 ml

de acido cloridrico 1 M e dimetilaminocinamaldeido a
0,5 % p/v

ID0100M  Tampao — 1 frasco conta-gotas com 7 ml de PBS (solugdo

salina tamponada com fosfato)
Instrugdes de utilizagdo (IFU)

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Ansas de inoculagdo microbiolégica em plastico.

MBD_BT_IFU-0520

PRECAUCOES
Este produto destina-se a utilizagdo apenas em diagnéstico in vitro.

N3o utilize reagentes 0.B.1.S. PYR fora do prazo de validade.

O material das amostras pode conter microrganismos patogénicos;
manusear com as devidas precaugdes.

A Solugdo de revelagdo PYR (ID0200M) contém um d&cido fraco. Evite
o contacto direto utilizando equipamento de protecdo adequado. Se
o material entrar em contacto com a pele, mucosas ou olhos, lave
imediatamente a area com dgua em abundancia. Os cartdes de teste e as
ansas de inoculagdo utilizados devem ser eliminados como residuos de
perigo bioldgico e incinerados ou autoclavados durante 15 minutos a 121 °C.

Consulte a Ficha de Dados de Seguranga do Material (SDS) no site
da empresa e as etiquetas do produto para obter informagdes sobre
componentes potencialmente perigosos.

As instrugBes devem ser lidas e seguidas com cuidado.

Qualquer ocorréncia de um incidente grave relacionada com o dispositivo
deverd ser comunicada ao fabricante e a autoridade competente do

estado-membro em que o utilizador e/ou doente reside.

Em caso de avaria, ndo utilizar o dispositivo.

ARMAZENAMENTO E ABERTURA

Este kit deve ser armazenado a 2-8 °C. Deixe as bolsas atingirem a
temperatura ambiente antes de as abrir para evitar a formagdo de
condensagdo nos Cartdes de teste.

Abra as bolsas cortando com uma tesoura entre o selo na extremidade da
bolsa e o selo do fecho de correr.

Uma vez aberta, retire o nimero de Cartdes de teste necessarios para
teste nos proximos 10 minutos e feche a bolsa imediatamente. Se forem
necessarios menos testes, corte o Cartdo de reste e volte a guardar as
porgdes ndo utilizadas na bolsa. Ndo volte a guardar porgdes utilizadas na
bolsa porque nessas condigdes serdo contaminadas.

Os reagentes, quando armazenados conforme indicado, conservardo a sua
atividade até a data de validade indicada na caixa.

PROCEDIMENTO DE CONTROLO DE QUALIDADE

Em cada dia que o kit for utilizado, deverdo ser realizados os seguintes
procedimentos de controlo:

1. Controlo positivo — Utilize uma estirpe positiva a PYRase
conhecida, tal como, Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo
Scientific™ Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes
ATCC™ 19615 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000)
ou Citrobacter freundii ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-
Loops™ R4601800). Siga o método indicado no procedimento de
teste. Certifique-se de que se forma uma cor roxa no prazo de 20
segundos.

2. Controlo negativo — Utilize uma estirpe negativa a PYRase
conhecida, tal como, Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813 ou
Salmonella enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-
Loops™ R4608200). Siga o método indicado no procedimento de
teste. Certifique-se de que ndo se forma nenhuma cor roxa no
prazo de 20 segundos.

N3o utilize os reagentes se as reagées com os microrganismos de
controlo estiverem incorretas.

COLHEITA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Para obter detalhes sobre a colheita e o tratamento das amostras, deve
ser consultado um manual de texto padrdo.’

Ao identificar enterococos e estreptococos do Grupo A:

As culturas primarias ou secundarias frescas, desenvolvidas durante
a noite em meios ndo seletivos como o 4gar sangue, proporcionam
os melhores resultados. As colénias testadas devem ser cocos Gram-
positivos e negativas a catalase. Em caso de crescimento insuficiente,
deve ser realizada uma subcultura.

Ao diferenciar Citrobacter spp. de Salmonella spp. e Enterobacteriaceae:

Podem ser utilizadas coldnias de meios ndo seletivos ou seletivos (como
Meio XLD, Agar MLCB, Agar MacConkey, Agar de dexosicolato-citrato,
Agar Salmonella Shigella, Agar verde Brilliant ou Agar entérico Hektoen
(necessitam de um procedimento de teste modificado; consulte abaixo).
As placas devem ser testadas no maximo uma hora ap6s serem retiradas
da incubadora.

As colénias devem ser Gram-negativas, negativas a oxidase e positivas
aurease.”

PROCEDIMENTO DE TESTE

1. Apliqgue uma coldnia suspeita (0,5 mm ou maior) na édrea de
teste utilizando uma ansa de plastico (o suficiente para fazer um
esfregaco visivel).

2. Humedega a area de teste com 1 gota de Tampdo (IDO100M).

3. Incube o Cartdo de teste inoculado a temperatura ambiente (15—
30 °C) durante 5 minutos.

4. Distribua 1 gota de Solugdo de revelagdo PYR (ID0200M) pela drea
de teste. O desenvolvimento de uma cor roxa intensa sobre e a
volta das coldnias no prazo de 20 segundos, confirma a atividade
da PYRase.

LEITURA E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Resultado positivo

Um resultado positivo é indicado pelo desenvolvimento de uma cor roxa
intensa na parte inoculada da drea de teste no prazo de 20 segundos apds
a adigdo da Solugdo de revelagdo.

Resultado negativo

Um resultado negativo é indicado pela falta de desenvolvimento da cor na

parte inoculada da drea de teste no prazo de 20 segundos apds a adigdo

da Solugdo de revelagdo.

PROCEDIMENTO DE TESTE MODIFICADO - AGAR ENTERICO

HEKTOEN

1. Aplique uma coldnia suspeita (0,5 mm ou maior) na drea de
teste utilizando uma ansa de plastico (o suficiente para fazer um
esfregaco visivel).

2. Humedega a area de teste com uma gota de Solugdo tampdo
(ID0100M).
3. Coloque o cartdo inoculado num saco/manga de pléstico

adequado (aproximadamente 75 mm x 100 mm).
4. Incube a 37 °C £ 2 °C durante 30 minutos.

5. Distribua uma gota de Solugdo de revelagdo PYR (ID0200M) pela
drea de teste. O desenvolvimento de uma cor roxa intensa sobre e
a volta da colénia espalhada no prazo de 20 segundos, confirma a
atividade da PYRase. (A cor roxa pode ser ligeiramente obscurecida
pela pigmentagdo preta do sulfeto ferroso se for selecionada uma
coldnia preta.)

6. Uma reagdo negativa é denotada por nenhuma mudanga na cor do
esfregago do indculo.

7. O desenvolvimento de uma cor esverdeada no prazo de um
minuto é considerado uma reagdo negativa a PYR e deve-se a
presenga do indol. Estes microrganismos ndo sdo Salmonella spp.

Gréfico de interpretagdo

RESULTADOS ESPERADOS
Reatividade com
Grupo 0.B.l.S.
Microrganismo Lancefield PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Grupo Streptococcus C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Grupo Streptococcus F F -
Grupo Streptococcus G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

LIMITACOES DO TESTE

O O.B.I.S. PYR destina-se a detegdo de atividade de PYRase em cocos
Gram-positivos, negativos a catalase e Citrobacter spp.

Alguns isolados menos frequentes de lactococos e aerococos podem
ser positivos a PYRase. A confirmagdo de enterococos ou estreptococos
do Grupo A pode ser obtida por agrupamento seroldgico com um teste
adequado, por exemplo, Kit de agrupamento de estreptococos Oxoid
(DRO595A).

Algumas estirpes de Enterobacter cloacae sdo negativas a PYRase.

As reagBes com 0.B.1.S. PYR sdo um marcador de atividade enzimatica e,
ocasionalmente, podem ocorrer estirpes atipicas.

Pode desenvolver-se uma ligeira mudanga de cor com as reagdes
negativas. Isto é restrito ao local imediato da inoculagdo. Consulte os
controlos positivo e negativo para auxiliar na interpretagdo.

A incubagdo para além de 20 segundos apds a adi¢do da Solugdo
de revelagdo PYR pode produzir reagdes de cor ndo especificas. Por
conseguinte, é importante que o teste seja lido conforme indicado.
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Para obter assisténcia técnica, contacte o seu distribuidor local.

©2025 Thermo Fisher Scientific Inc. Todos os direitos reservados.

ATCC e as marcas de catalogo ATCC sdo marcas comerciais da American
Type Culture Collection.

Todas as outras marcas comerciais sdo propriedade da Thermo Fisher
Scientific Inc. e respetivas subsididrias.
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Oxoid™ Biochemical
Identification System
(0.B.1.S.) PYR

ID0580M Y60

UTILIZARE PREVAZUTA

0.B.L.S. PYR (Sistemul de identificare biochimicd Oxoid PYR) este un test
calitativ colorimetric rapid pentru detectarea activitatii enzimei PYRazad la
streptococi si Citrobacter spp. dezvoltate in medii pe placi. Acest dispozitiv
se foloseste intr-un flux de lucru de diagnosticare pentru a ajuta clinicienii
sa stabileascd optiunile de tratament in cazul pacientilor suspectati de
infectii bacteriene.

Dispozitivul nu este automatizat, este exclusiv de uz profesional si nu
constituie un diagnostic complementar.

PRINCIPIUL DE TESTARE

Activitatea PYRase distinge streptococii de grup A si enterococii de alte
grupe de streptococi, inclusiv streptococii de grup D (numiti anterior
streptococi fecali)*?, oferind astfel o alternativa de diagnosticare rapida
la metodele de culturd consumatoare de timp. In plus, aceeasi activitate
enzimatica poate fi utilizatd pentru a ajuta la diferentierea Salmonella
spp. de Citrobacter spp. si alte Enterobacteriaceae®*.

Unele teste PYRase incorporeaza alte substraturi cromogene, cum ar fi
B-naftilamidele. Acestea ofera performante de diagnosticare similare, dar
trebuie manipulate si eliminate cu grija din cauza toxicitatii lor potentiale®.

Testul O.B.1.S. PYR utilizeazd cartonase de testare impregnate cu acid
L-piroglutamic 7-amino-4-metilcumarina si o solutie de dezvoltare care
contine dimetilaminocinamaldehida. Hidroliza enzimaticd a acestui
substrat de catre enterococi, streptococi de grupa A si Citrobacter spp.
produce o culoare violet dupa adaugarea PYR Developing Solution®.

COMPONENTELE KITULUI (ID0580M)
Fiecare kit O.B.I.S. PYR contine urmatorii reactivi, suficienti pentru 60 de
teste:

ID0581M Cartonase de testare PYR: 1 punga care contine
10 cartonase si un plic cu absorbant de umezeala.
Pe fiecare cartonas, existd 6 zone de reactie la test.
60 de teste in total. Fiecare cartonas de testare
este impregnat cu acid L-piroglutamic 7-amino-4-
metilcumarind.

ID0200M  Solutie de dezvoltare PYR — 1 flacon cu picurdtor,
care contine 7 ml de acid clorhidric 1M si
dimetilaminocinamaldehid& 0,5% w/v

ID0100M Tampon — 1 flacon cu picurdtor care contine 7 ml de
PBS (solutie salind tamponatad cu fosfat)

Instructiuni de utilizare (IFU)

Materiale necesare, dar nefurnizate

Anse de inoculare microbiologice din plastic.
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MASURI DE PRECAUTIE

COLECTAREA S| PREGATIREA PROBELOR

Acest produs este destinat exclusiv diagnosticarii in vitro.

Nu utilizati reactivii O.B.1.S. PYR dupd data de expirare.

Materialele probelor pot contine organisme patogene; manipulati cu
masurile de precautie corespunzdtoare.

Solutia de dezvoltare PYR (ID0200M) contine un acid slab. Evitati contactul
direct purtdnd echipament de protectie adecvat. Daca materialul intrd in
contact cu pielea, mucoasele sau ochii, spalati imediat zona clatind cu
multd apa. Cartonasele de testare utilizate si buclele de inoculare trebuie
eliminate ca deseuri periculoase si incinerate sau autoclavate timp de
15 minute la 121 °C.

Consultati Fisa cu date de securitate (STS) de pe site-ul web al companiei
si eticheta produsului pentru informatii despre componentele care pot fi
periculoase.

Instructiunile trebuie citite si urmate cu atentie.

Orice incident grav survenit in legdturd cu dispozitivul va fi raportat
producatorului si autoritatii competente a Statului Membru in care
utilizatorul si/sau pacientul isi are resedinta.

Tn cazul functionarii defectuoase, nu folositi dispozitivul.

DEPOZITARE SI DESCHIDERE

Acest kit trebuie pastrat la 2-8 °C. Lasati pungile sa ajungd la temperatura
camerei inainte de deschidere, pentru a preveni formarea condensului pe
cartonasele de testare.

Deschideti pungile taind cu foarfecele intre sigiliul de la capatul pungii si
sigiliul cu fermoar.

Odatd deschis, scoateti numarul de cartonasele de testare necesar pentru
testarea in urmdtoarele 10 minute si resigilati imediat punga. Daca sunt
necesare mai putine teste, tdiati cartonasul de testare si puneti portiunile
neutilizate fnapoi in punga. Nu puneti portiunile folosite inapoi in punga,
deoarece acestea vor fi contaminate in acest caz.

Cand sunt pastrati conform indicatiilor, reactivii isi vor pdstra activitatea
pand la data de expirare indicata pe cutie.

PROCEDURA DE CONTROL AL CALITATII
n fiecare zi in care se utilizeaza kitul, trebuie efectuate urmétoarele
proceduri de control:

1. Control pozitiv — Utilizati o tulpind cunoscuta pozitiva la PYRase,
precum Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo Scientific™
Culti-Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes ATCC™ 19615
(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000) sau Citrobacter
freundii ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800).
Urmati metoda indicata in procedura de testare. Asigurati-va cd se
formeaza o culoare violet in cel mult 20 de secunde.

2. Control negativ — Utilizati o tulpind despre care se stie ca este
negativa la PYRase, precum Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813
sau Salmonella enteritidis ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-
Loops™ R4608200). Urmati metoda indicatd in procedura de
testare. Asigurati-va ca nu se formeaza o culoare violet timp de
20 de secunde.

Nu utilizati reactivii dacd reactiile la organismele de control sunt
incorecte.

Pentru detalii despre colectarea si tratarea specimenelor, trebuie
consultat un manual standard’.

La identificarea enterococilor si a streptococilor de grup A:

Culturile primare sau secundare proaspete, crescute peste noapte pe
medii neselective, cum ar fi agarul-sange, dau cele mai bune rezultate.
Coloniile testate trebuie si fie coci gram-pozitivi negativi dupé catalaza. In
caz de crestere insuficientd, trebuie efectuata o subcultura.

La identificarea Citrobacter spp. fatda de Salmonella spp. si
Enterobacteriaceae:

Pot fi utilizate colonii din medii neselective sau medii selective (cum ar fi
mediul XLD, agar MLCB, agar MacConkey, agar de citrat dezoxicolat, agar
Shigella Salmonella, agar verde stralucitor sau agar enteric Hektoen (este
necesara procedura de testare modificatd — a se vedea mai jos)). Placile
trebuie testate la maximum o ora dupa scoaterea din incubator.

Coloniile trebuie sa fie gram-negative, negative dupa oxidaza si negative
la ureazd’.

PROCEDURA DE TESTARE

1. Aplicati o colonie suspectd (de 0,5 mm sau mai mare) pe zona de
testare folosind o ansa din plastic (suficient pentru a face un frotiu
vizibil).

2. Umeziti zona de testare cu 1 picaturd de tampon (ID0100M).

3. Incubati cartonasul de test inoculat la temperatura camerei

(15-30 °C) timp de 5 minute.

4. Distribuiti 1 picdtura de solutie de dezvoltare PYR (ID0200M) pe
zona de testare. Dezvoltarea unei culori violet viu pe colonii si in
jurul acestora in 20 de secunde confirma activitatea PYRase.

CITIREA SI INTERPRETAREA REZULTATELOR

Rezultat pozitiv

Un rezultat pozitiv este indicat de dezvoltarea unei culori violet viu in
portiunea inoculatd a zonei de testare intr-o perioada de 20 de secunde
dupa adaugarea solutiei de dezvoltare.

Rezultat negativ

Un rezultat negativ este indicat de absenta dezvoltarii culorii in portiunea
inoculatd a zonei de testare in perioada de 20 de secunde de dupd
addugarea solutiei de dezvoltare.

PROCEDURA DE TESTARE MODIFICATA — AGAR ENTERIC HEKTOEN

1. Aplicati o colonie suspecta (de 0,5 mm sau mai mare) pe zona de
testare folosind o ansa din plastic (suficient pentru a face un frotiu
vizibil).

2. Umeziti zona de testare cu o picdturd de solutie tampon
(ID0100M).

3. Puneti cartonasul inoculat intr-o punga de plastic adecvatd

(aproximativ 75 mm X 100 mm).
4. Incubatila 37 °C £ 2 °C timp de 30 de minute.

5. Distribuiti o picdturd de solutie de dezvoltare PYR (ID0200M) pe
zona de testare. Dezvoltarea unei culori violet viu pe si in jurul
coloniei testate in 20 de secunde confirmd activitatea PYRase.
(Culoarea violet poate fi usor ascunsa de pigmentarea neagra a
sulfurii feroase daca este selectatd o colonie neagra.)

6. O reactie negativd este indicata de absenta oricarei schimbdrii a
culorii frotiului de inocul.

7. Dezvoltarea unei culori verzui in interval de un minut este
considerata o reactie PYR negativa si se datoreaza prezentei
indolului. Astfel de organisme nu sunt Salmonella spp.

Diagrama de interpretare

REZULTATE ASTEPTATE
Reactivitate cu
Gruparea 0.B.L.S.

Organism Lancefield PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Grupul Streptococcus C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D

Enterococcus faecium D +
Grupul Streptococcus F F -
Grupul Streptococcus G G -
Citrobacter — +
Salmonellae - -
Escherichia coli — —

LIMITARILE TESTULUI

0.B.I.S. PYR este destinat detectarii activitatii enzimei PYRaza in cocii
gram-pozitivi, negativi dupa catalaza si in Citrobacter spp.

Unele izolate mai rar intalnite de lactococi si aerococi pot fi pozitive
pentru PYRazd. Confirmarea enterococilor sau a streptococilor de grup A
poate fi realizatd prin gruparea serologica cu un test adecvat, de exemplu
Kitul de grupare a streptococilor Oxoid (DRO595A).

Unele tulpini de Enterobacter cloacae sunt negative la PYRaza.

Reactiile cu O.B.I.S. PYR sunt un marker pentru activitatea enzimatica si
pot aparea, ocazional, tulpini atipice.

O usoara schimbare de culoare se poate dezvolta in reactiile negative.
Acest fenomen este limitat la locul inoculdrii. Consultati controalele
pozitive si negative pentru a ajuta interpretarea.

Incubarea pe o perioadd mai lungd de 20 de secunde dupd addugarea
solutiei de dezvoltare PYR poate produce reactii nespecifice de culoare.
Prin urmare, este important ca testul sa fie citit conform indicatiilor.
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Biochemicky
identifikacny systém
Oxoid™ (0.B.1.S.) PYR

IDOSBOM .o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee V60

URCENE POUZITIE

0.B.I.S. PYR je rychly, kvalitativny, kolorimetricky test na
detekciu aktivity PYR4zy v streptokokoch a druhu Citrobacter
spp. kultivovanych na miskovych médidch. Pomécka sa
pouziva v diagnostickom pracovnom postupe na pomoc lekdrom
pri urcovani moznosti lieCby u pacientov s podozrenim na
bakteridlne infekcie.

Pomocka nie je automatizovang, je urcend len na profesionélne
pouZitie a nie je sprievodnou diagnostikou.

PRINCIP TESTU

Aktivita PYRazy odliSuje streptokoky skupiny A a enterokoky od
inych streptokokovych skupin vratane streptokokov skupiny D
(v minulosti nazyvanych fekdlne streptokoky)'?, ¢&m pondka
rychlu diagnosticku alternativu k ¢asovo naro¢nym kultivaénym
metddam. Okrem toho méze byt rovnakd enzymaticka aktivita
pouZitd na pomoc pri odliSeni druhu Salmonella spp. od druhu
Citrobacter spp. a inych Enterobacteriaceae®*.

Niektoré PYRazové testy obsahuju dalSie chromogénne substraty,
ako su B-naftylamidy. Tieto poskytuju podobny diagnosticky
vykon, ale malo by sa s nimi zaobchddzat a mali by sa likvidovat
opatrne kvoli ich potencialnej toxicite®.

Test O.B..S. PYR pouZiva testovacie karty impregnované
kyselinou L-pyroglutamovou, 7-amido-4-metylkumarinom
a vyvijacim roztokom obsahujucim dimetylaminocinnamaldehyd.
Enzymaticka hydrolyza tohto substratu enterokokmi, streptokokmi
skupiny A a druhom Citrobacter spp. po pridani vyvijacieho
roztoku PYR vytvori fialovu farbu®.

SUCASTI SUPRAVY (ID0580M)
Kazda suprava O.B.I.S. PYR obsahuje nasledujuce cinidl3,
dostacujlce pre 60 testov:

ID0581M Testovacie karty PYR: 1 véacik s 10 kartami
a vreckom absorbujicim vlhkost. Na kazdej karte je
6 testovacich reakénych oblasti. Celkovo 60 testov.
Kazda testovacia karta je impregnovana kyselinou
L-pyroglutamovou a 7-amido-4-metylkumarinom.

ID0200M  Vyvijaci roztok PYR — 1 flaska s kvapkadlom
obsahujica 7 ml 1 M kyseliny chlorovodikovej
a 0,5 % hmotn./obj. dimetylaminocinnamaldehydu

ID0100M  Pufer — 1 flaska s kvapkadlom obsahujica 7 ml PBS

(fyziologicky roztok s fosfatovym pufrom)
Navod na poutZitie
Materialy poZzadované, ale nedodavané
Plastové mikrobiologické ockovacie slucky.
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BEZPECNOSTNE OPATRENIA

ODBER A PRIPRAVA VZORIEK

Tento produkt je urceny len na diagnostické poutzitie in vitro.
Cinidla 0.B.1.S. PYR nepoufivajte po uplynuti datumu exspiracie.

Materidl vzorky moZe obsahovat patogénne organizmy,
zaobchddzajte s nimi v sulade s prislusnymi bezpecnostnymi
opatreniami.

Vyvijaci roztok PYR (ID0200M) obsahuje slabu kyselinu. Vyhnite sa
priamemu kontaktu nosenim vhodnych ochrannych prostriedkov.
Ak sa materidl dostane do kontaktu s pokozkou, sliznicami
alebo ocami, okamiZite postihnuté miesto oplachnite velkym
mnoZstvom vody. PouZité testovacie karty a ockovacie slucky sa
musia zlikvidovat ako biologicky nebezpecny odpad a spalit alebo
autoklavovat 15 minut pri teplote 121 °C.

Informécie o potencidlne nebezpeénych zloZkach najdete v karte
bezpecnostnych Udajov (KBU) na webovej stranke spoloc¢nosti
a na oznaceni produktu.

Starostlivo si precitajte a dodrZiavajte pokyny.

Akakolvek zévaind udalost, ktord sa vyskytla v slvislosti
s pomdckou, sa musi ozndmit vyrobcovi a prislusnému organu
¢lenského $tétu, v ktorom sidli pouZivatel a/alebo pacient.

V pripade poruchy pomdcku nepouZivajte.

UCHOVAVANIE A OTVORENIE

Tato sUprava sa musi skladovat pri teplote 2 °C — 8 °C. Pred
otvorenim nechajte véaciky dosiahnut izbovu teplotu, aby ste
zabranili tvorbe kondenzacie na testovacich kartach.

Otvorte vaciky prestrinnutim noZznicami medzi uzaverom na konci
vacika a zipsovym uzaverom.

Po otvoreni vyberte pocet testovacich kariet pozadovanych na
testovanie v nasledujlcich 10 minutach a vécik ihned znovu
uzavrite. Ak je potrebnych menej testov, testovaciu kartu
rozstrihnite a nepoufzité ¢asti vratte do vacika. Nevracajte pouzité
Casti do vacika, pretoze sa za tychto podmienok kontaminuju.

Ak su Ccinidld uchovévané podla pokynov, zachovaju si svoju
aktivitu az do datumu exspiracie uvedeného na skatuli.

POSTUP KONTROLY KVALITY
Kazdy den pouzivania supravy je potrebné vykonat nasledujice
kontrolné postupy:

1. Pozitivna kontrola — pouZite kmene so znamou pozitivnou
PYR4zovou aktivitou, ako su Enterococcus faecalis ATCC™
29212 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607030),
Streptococcus pyogenes ATCC™ 19615 (Thermo Scientific™
Culti-Loops™ R4607000) alebo Citrobacter freundii ATCC™
8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800).
Postupujte podla metddy uvedenej v postupe testu. Uistite
sa, ze sa do 20 sekund vytvori fialova farba.

2. Negativna kontrola — PouZite kmene so zndmou negativnou
PYRazovou aktivitou, ako su Streptococcus agalactiae
ATCC™ 13813 alebo Salmonella enteritidis ATCC™ 13706
(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4608200). Postupujte
podla metddy uvedenej v postupe testu. Uistite sa, Ze sa do
20 sekund nevytvori fialova farba.

Ak su reakcie s kontrolnymi organizmami nespravne, €inidla
nepouZivajte.

Podrobnosti o odbere a oSetreni vzoriek najdete v Standardnom
uéebnom materiali’.

Pri identifikacii enterokokov a streptokokov skupiny A:

Poskytuju najlepsie vysledky Cerstvé primarne alebo sekundarne
kultury pestované cez noc na neselektivnych médiach, ako je
krvny agar. Testované kolénie musia byt gram-pozitivne koky
a katalaza-negativne. V pripade nedostato¢ného rastu by sa mala
vykonat subkultivécia.

Pri identifikdcii druhu Citrobacter spp. od druhu Salmonella spp.
a Enterobacteriaceae:

Mb7Zu sa poutzit koldnie z neselektivnych médii alebo selektivnych
médii (ako je médium XLD, agar MLCB, MacConkeyho agar,
desoxycholatovy citratovy agar, agar Salmonella Shigella, zeleny
agar Brilliant alebo hektoénovy entericky agar (vyZaduje sa
upraveny testovaci postup — pozri nizsie)). Misky by sa mali
testovat maximalne jednu hodinu po vybrati z inkubdtora.

Kolénie by mali byt gram-negativne, oxidaza-negativne

a ureaza-negativne’.

POSTUP TESTU

1. Aplikujte jednu podozrivi koldniu (0,5 mm alebo vacsiu) na
testovaciu oblast pomocou plastovej slu¢ky (dostatoénu na
vytvorenie viditelného nateru).

2. Navlhéite testovaciu oblast 1 kvapkou pufra (IDO100M).

3. Inkubujte naockovanu testovaciu kartu pri izbovej teplote
(15—-30 °C) 5 mint.

4. Naneste 1 kvapku vyvijacieho roztoku PYR (ID0200M) na
testovaciu oblast. Vznik Ziarivej fialovej farby na koléniach
a okolo nich v priebehu 20 sekind potvrdzuje aktivitu
PYR&zy.

CITANIE A INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Pozitivny vysledok

Pozitivny vysledok je indikovany vznikom Ziarivej fialovej farby

v naockovanej Casti testovacej oblasti do 20 sekind po pridani

vyvijacieho roztoku.

Negativny vysledok

Negativny vysledok je indikovany absenciou vzniku farby

v naockovanej Casti testovacej oblasti do 20 sekund po pridani

vyvijacieho roztoku.

MODIFIKOVANY POSTUP TESTOVANIA -

ENTERICKY AGAR

1. Aplikujte jednu podozrivi koldniu (0,5 mm alebo vacsiu) na
testovanu oblast pomocou plastovej slu¢ky (dostato¢nu na
vytvorenie viditelného nateru).

HEKTOENOVY

2. Navlh¢ite testovaciu oblast jednou kvapkou pufra
(ID0100M).
3. Vlozte naockovanu kartu do vhodného plastového vrecka/

puzdra (priblizne 75 mm x 100 mm).
Inkubujte 30 minut pri teplote 37 °C +2 °C.

5. Naneste jednu kvapku vyvijacieho roztoku PYR (ID0200M)
na testovaciu oblast. Vznik Ziarivej fialovej farby na
rozotretej koldénii a okolo nej v priebehu 20 sekind
potvrdzuje aktivitu PYRazy. (Ak sa vyberie dcierna
koldnia, fialova farba méze byt mierne zastretd Ciernou
pigmentaciou sulfidu Zeleznatého.)

6. Negativna reakcia je urena absenciou zmeny farby nateru
inokula.
7. Vznik zelenkastej farby v priebehu jednej minuty sa povazuje

za negativnu PYR reakciu a je spdsobeny pritomnostou
indolu. Tieto organizmy nie su Salmonella spp.

Tabulka s interpretaciou

OCAKAVANE VYSLEDKY
Reaktivita s
o s | oS,
rganizmus skupenim

Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptococcus skupiny C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D

Enterococcus faecium D +
Streptococcus skupiny F F -
Streptococcus skupiny G G —
Citrobacter — +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

OBMEDZENIA TESTU

0O.B.I.S. PYR je urleny na detekciu aktivity PYRazy v gram-
pozitivnych, kataldza-negativnych kokoch a druhu Citrobacter spp.

Menej ¢asto sa vyskytujuce izolaty laktokokov a aerokokov mozu
byt PYRaza pozitivne. Potvrdenie enterokokov alebo streptokokov
skupiny A mozno dosiahnut sérologickym zaradenim do skupiny
pomocou vhodného testu, napr. zoskupovacia suprava na
streptokoky Oxoid (DRO595A).

Niektoré kmene Enterobacter cloacae si PYRaza negativne.

Reakcie s O.B.I.S. PYR su markerom enzymovej aktivity
a prileZitostne sa moézu vyskytnuat atypické kmene.

Pri negativnych reakcidch moze vznikndt mierna zmena farby. Ta
je obmedzend na bezprostredné miesto ockovania. Na pomoc pri
interpretacii si pozrite pozitivne a negativne kontroly.

Inkubdcia dlhsia ako 20 sekund po pridani vyvijacieho roztoku PYR
moze spdsobit nespecifické farebné reakcie. Preto je déleZité, aby
sa test Cital podla pokynow.
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www.thermofisher.com

USA: 1 855 236 0910
Ovriga varlden: +31 20 794 7071

Biokemiskt Oxoid™'-
identifieringssystem
(O.B.1.S.) PYR

Europa: +800 135 79 135
Kanada: 1 855 805 8539

AVSEDD ANVANDNING

0.B.1.S. PYR ar ett snabbt, kvalitativt, kolorimetriskt test for detektion
av PYRase-aktivitet i streptokocker och Citrobacter spp. som odlas pa
odlingsmedier. Mediet anvands i ett diagnostiskt arbetsflode for att
hjélpa lakare i behandlingsalternativen for patienter som misstanks ha
bakteriella infektioner.

Mediet &r inte automatiserat, ar endast avsett fér professionellt bruk och
ar inte ett kompletterande diagnostikverktyg.

PRINCIP FOR TESTET

PYRase-aktivitet skiljer streptokocker i grupp A och enterokocker fran
andra streptokockgrupper, inklusive streptokocker i grupp D (tidigare
kallade fekala streptokocker)?, och erbjuder darmed ett snabbt
diagnostiskt alternativ till tidskrdvande odlingsmetoder. Dessutom kan
samma enzymatiska aktivitet anvandas for att underlatta differentiering
av Salmonella spp. frén Citrobacter spp. och andra Enterobacteriaceae®*.

Vissa PYRase-tester innehaller andra kromogena substrat, t.ex.
B-naftylamider. De ger liknande diagnostiska resultat, men bor hanteras
och kasseras med forsiktighet pa grund av risken fér toxicitet®.

0.B.I.S. PYR-testet anvdnder testkort som &r impregnerade med
L-pyroglutaminsyra 7-amido-4-metylkumarin och en utvecklingslosning
sominnehaller dimetylaminocinnamaldehyd. Den enzymatiska hydrolysen
av det har substratet av enterokocker, streptokocker i grupp A och
Citrobacter spp. ger en lila firg efter tillsats av PYR-utvecklingslésningen®.

KOMPONENTER | KITTET (ID0580M)

Varje 0.B.1.S. PYR-kit innehdller foljande reagens, vilket ar tillrackligt for
60 tester:

ID0581M PYR-testkort: 1 pase innehallande 10 kort och
en fuktabsorberande  dospase. Det finns 6
testreaktionsomraden pa varje kort. 60 tester totalt. Varje
testkort ar impregnerat med L-pyroglutaminsyra 7-amido-

4-metylkumarin.

ID0200M  PYR-utvecklingslosning — 1 droppflaska innehallande 7 ml

1M-saltsyraoch 0,5 %vikt/volymdimetylaminokanelaldehyd

1D0100M Buffert—1 droppflaska innehéallande 7 ml PBS (fosfatbuffrad

saltlésning)

Bruksanvisning
Material som krdvs men inte tillhandahalls

Mikrobiologiska inokuleringséglor av plast.

MBD_BT_IFU-0520

FORSIKTIGHETSATGARDER

Den har produkten ska endast anvandas for in vitro-diagnostisk.
Anvand inte O.B.1.S. PYR-reagens efter utgangsdatumet.

Provmaterial kan innehalla patogena organismer och ska darfér hanteras
med lampliga forsiktighetsatgérder.

PYR-utvecklingslésningen ~ (ID0200M) innehdller en svag syra.
Direktkontakt ska undvikas genom anvéndning av skyddsutrustning.
Om materialet kommer i kontakt med hud, slemhinnor eller 6gon ska
omradet omedelbart skdljas med mycket vatten. Anvdnda testkort
och inokuleringséglor méste kasseras som biologiskt farligt avfall och
forbrannas eller autoklaveras vid 121 °Cii 15 minuter.

Se sdkerhetsdatabladet pa foretagets webbplats och produktmarkning for
information om potentiellt farliga komponenter.

Instruktioner ska ldsas och foljas noggrant.

Alla allvarliga hdndelser som intréffar i samband med anvandning av
produkten ska rapporteras till tillverkaren och behériga myndighet i den
medlemsstat som anvandaren och/eller patienten &r etablerad i.

Anvand inte mediet om det inte fungerar som det ska.

FORVARING OCH OPPNANDE

Kittet maste forvaras vid 2—8 °C. Lat pasarna na rumstemperatur innan de
Oppnas for att forhindra att det bildas kondens pa testkorten.

Oppna pasarna genom att klippa mellan férseglingen i &nden av pdsen och
blixtlasforseglingen med en sax.

Nar pasarna dr 6ppnade ska du ta ut det antal testkort som behovs for
testning inom de ndrmaste 10 minuterna och omedelbart aterférsluta
pasen. Om farre tester behdvs klipper du testkortet och lagger tillbaka
de oanvanda delarna i pasen. Lagg inte tillbaka anvénda delar i pasen,
eftersom de kommer att bli kontaminerade under dessa férhallanden.

Nar reagensen férvaras enligt anvisningarna behaller de sin aktivitet fram
till det utgangsdatum som anges pa kartongen.

KVALITETSKONTROLLPROCEDUR

Foljande kontrollprocedurer ska utféras varje dag som kittet anvands:

1. Positiv kontroll — Anvdnd en kidnd PYRase-positiv stam, t.ex.
Enterococcus faecalis ATCC™ 29212 (Thermo Scientific™ Culti-
Loops™ R4607030), Streptococcus pyogenes ATCC™ 19615
(Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4607000) eller Citrobacter
freundii ATCC™ 8090 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4601800).
Folj den metod som anges i testproceduren. Se till att en lila farg
bildas inom 20 sekunder.

2. Negativ kontroll — Anviand en kdnd PYRase-negativ stam, t.ex.
Streptococcus agalactiae ATCC™ 13813 eller Salmonella enteritidis
ATCC™ 13706 (Thermo Scientific™ Culti-Loops™ R4608200). Folj
den metod som anges i testproceduren. Se till att ingen lila farg
bildas inom 20 sekunder.

Anvand inte reagensen om reaktionerna med kontrollorganismerna ar
felaktiga.

PROVTAGNING OCH BEREDNING

Mer information om insamling och behandling av prover finns i vanliga
larobocker”.

Vid identifiering av enterokocker och streptokocker i grupp A:

Farska priméara eller sekundéra odlingar som odlas Gver natten pa icke-
selektiva medier, t.ex. blodagar, ger bast resultat. De kolonier som testas
maste vara grampositiva kocker och katalasnegativa. Om tillvaxten ar
otillrdcklig ska fortsatt odling genomforas.

Vid identifiering av Citrobacter spp. fran Salmonella spp. och
Enterobacteriaceae:

Kolonier fran icke-selektiva medier eller selektiva medier (t.ex. XLD-
medium, MLCB-agar, MacConkey-agar, desoxycholatcitratagar, Salmonella
Shigella-agar, gront Brilliant-agar eller enteriskt Hektoen-agar (modifierat
testforfarande kravs —se nedan)) kan anvandas. Plattorna bor testas hogst
en timme efter att de tagits ur inkubatorn.

Kolonierna ska vara gramnegativa, oxidasnegativa och ureasnegativa’.

TESTPROCEDUR

1. Applicera en misstinkt koloni (0,5 mm eller stérre) pa testomradet
med hjalp av en 6gla av plast (tillrdckligt for att gora ett synligt
utstryk).

2. Fukta testomradet med 1 droppe buffert (IDO100M).

3. Inkubera det inokulerade testkortet vid rumstemperatur

(15-30 °C) i 5 minuter.

4. Tillsatt 1 droppe PYR-utvecklingslésning  (ID0200M) pa
testomradet. Utvecklingen av en stark lila farg pd och runt
kolonierna inom 20 sekunder bekraftar PYRase-aktivitet.

AVLASNING OCH TOLKNING AV RESULTAT

Positivt resultat

Ett positivt resultat indikeras av att en stark lila farg utvecklas i den
inokulerade delen av testomradet inom 20 sekunder efter tillsats av
utvecklingsldsningen.

Negativt resultat

Ett negativt resultat indikeras av att en farg inte utvecklas i den
inokulerade delen av testomradet inom 20 sekunder efter tillsats av
utvecklingsldsningen.

MODIFIERAT TESTFORFARANDE — ENTERISKT HEKTOEN-AGAR

1. Applicera en misstankt koloni (0,5 mm eller stérre) pa testomradet
med hjalp av en &gla av plast (tillréckligt for att géra ett synligt
utstryk).

2. Fukta testomradet med en droppe buffertlsning (ID0100M).

3. Placera det inokulerade kortet i en lamplig plastpase/fodral (cirka

75 mm x 100 mm).
4. Inkubera vid 37 °C = 2 °Ci 30 minuter.

5. Tillsatt en droppe PYR-utvecklingslosning (ID0200M) pa
testomradet. Utvecklingen av en stark lila farg pd och runt
cellprovskolonin inom 20 sekunder bekréftar PYRase-aktivitet.
(Den lila fargen kan doljas nagot av jarnsulfidens svarta
pigmentering om en svart koloni vdljs.)

6. En negativ reaktion visas genom att fargen pa utstryket inte
forandras.
7. Utveckling av en gronaktig farg inom en minut betraktas som

en negativ PYR-reaktion och beror pa narvaron av indol. Dessa
organismer ar inte Salmonella spp.

Tolkningstabell

FORVANTADE RESULTAT
Reaktivitet med
Lancefield- 0.B.L.S.
Organism grupp PYR
Streptococcus pyogenes A +
Streptococcus agalactiae B -
Streptokocker i grupp C C -
Streptococcus bovis D -
Enterococcus faecalis D +
Enterococcus faecium D +
Streptokocker i grupp F F -
Streptokocker i grupp G G -
Citrobacter - +
Salmonellae - -
Escherichia coli - -

TESTETS BEGRANSNINGAR

0.B.1.S. PYR &r avsedd for detektion av PYRase-aktivitet i grampositiva,
katalasnegativa kocker och Citrobacter spp.

Mindre vanliga isolat av laktokocker och aerokocker kan vara PYRase-
positiva. Enterokocker eller streptokocker i grupp A kan bekréftas genom
serologisk gruppering med ett lampligt test, t.ex. Oxoid-kit fér gruppering
av streptokocker (DRO595A).

Vissa stammar av Enterobacter cloacae &r PYRase-negativa.

Reaktionerna med O.B.L.S. PYR &r en markor for enzymaktivitet och
atypiska stammar kan ibland férekomma.

En liten fargfordndring kan uppsta vid negativa reaktioner. Den &r
begransad till den omedelbara platsen for inokuleringen. Hénvisa till de
positiva och negativa kontrollerna for att underlatta tolkningen.

Inkubation ldngre dn 20 sekunder efter tillsats av PYR-utvecklingslsningen
kan ge ospecifika fargreaktioner. Det ar darfor viktigt att testet lases enligt
anvisningarna.

REFERENSER

1. Ellner, P. D., Williams, D. A., Hosmer, M. E. and Cohenford, M.
(1985). Preliminary evaluation of a rapid colorimetric method
for the presumptive identification of Group A streptococci and
enterococci. J. Clin. Microbiol. 22. 880-881.

2. Facklam, R. R., Padula, J. F.,, Thacker, L. G., Wortham, E. C. and
Sconyers, B. J. (1974). Presumptive identification of Group A, B and
D streptococci. Appl. Microbiol. 27. 107-109.

3. Chagla, A. H., Borczyk, A. A., Aldom, J.. E., Dalla Rosa, S. and Cole, D. D.
(1993). Evaluation of the L-pyrrolidonyl-beta-naphthylamide hydrolysis
test for differentiation of members of the families Enterobacteriaceae
and Vibrionaceae. J. Clin. Microbiol. 31. 1946-1948.

4, Bennett, A. R., MacPhee, S., Betts, R. and Post, D. (1999). Use of
the enzyme pyrrolidonyl peptidase (Oxoid PYR test) to distinguish
Citrobacter from Salmonella isolated from foods. Letters in Applied
Microbiology. 28. 175-178.

5. Bascomb, S. and Manafi, M. (1988). Use of enzyme tests in the
characterisation and identification of aerobic and facultatively
anaerobic Gram-Positive cocci. Clinical Microbiology Reviews 11.
318-340.

6. Arkiverade data hos Oxoid.

7. Carroll K. C. et al. Manual of Clinical Microbiology, 12th Edition,
2019. ASM Press, Washington, D.C. USA.

Page 23 of 24



SYMBOLFORKLARING
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Medicinteknisk produkt for in vitro-diagnostik
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