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POSTUPCI KONTROLE KVALITETE
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Agar fenilalanina podloga je za diferencijaciju enteri¢nih bacila na temelju njihove moguc¢nosti da proizvode fenilpiruvi¢ne
kiseline oksidativne deaminacije.

POSTUPAK ISPITIVANJA UCINKOVITOSTI

1. Inokulirajte reprezentativne uzorke dolje navedenim kulturama.

a. Pomocu usice kalibrirane na 0,01 mL inokulirajte povriine agara s 10”" otopine kulture sojinog bujona Trypticase
Soy Broth od 18 - 24 h.

b. Inkubirajte epruvete s malo odvijenim ¢epovima na 35 + 2 °C u aerobnoj atmosferi.
Pregledajte epruvete nakon 18 - 24 h i pregledajte rast.

Dodajte pet kapi 10%-tne vodene otopine Zeljezo-klorida u svaku epruvetu i provjerite stvaranje tamnozelene boje
(pozitivna reakcija).
4. Ocekivani rezultati

Organizam ATCC Reakcija

*Proteus vulgaris 8427 Pozitivno (zelena boja)
Morganella morganii 8019 Pozitivno (zelena boja)
Providencia rustigianii 12013 Pozitivno (zelena boja)
*Escherichia coli 25922 Negativno (bez promjene boje)

*Preporuceni soj organizama za korisni¢ku kontrolu kvalitete.
DODATNA KONTROLE KVALITETE

1. Provjerite epruvete prema objasnjenju iz poglavlja , Pogorianje kvalitete proizvoda”.
2. Vizualno pregledajte reprezentativne epruvete da biste utvrdili kako nemaju fizickih ostecenja koja mogu utjecati na

upotrebu.
3. Inkubirajte neinokulirane reprezentativne epruvete na 20 — 25 °C i 30 — 35 °C te nakon 7 dana potrazite kontaminaciju
mikrobima.
INFORMACIJE O PROIZVODU
NAMIJENA

Agar fenilalanina koristi se za diferencijaciju enteri¢nih bacila na temelju njihove moguc¢nosti da proizvode fenilpiruvi¢ne
kiseline oksidativne deaminacije.

SAZETAK | OBJASNJENJE

Henrickson je po¢etno pokazao da su vrste Proteus imale moguénost transformacije fenilalanina u fenilpiruvi¢nu kiselinu.'
Singer i Volcani,? Hamida i LeMinor? i suradnici prou¢avali su reakciju i naglasili korisnost tog agara u taksonomiji vrste
Enterobacteriaceae.

Buttiaux i suradnici razvili su podlogu kulture koja sadrzi fenilalanin u svojoj studiji karakteristi¢nih biokemijskih svojstava
vrste Proteus i Providencia.* Ta je podloga dizajnirana za diferencijaciju ¢lanova roda Proteeae od ostalih ¢lanova
Enterobacteriaceae zahvaljujuc¢i mogucnosti da organizmi iz roda Proteeae deaminiraju fenilalanin u fenilpiruvi¢nu
kiselinu enzimskom aktivno$¢u.” Tu moguénost imaju vrste Proteus, Providencia i Morganella. BBL Phenylalanine Agar
(agar fenilalanin) je modifikacija originalne formulacije Ewinga i suradnika.®

NACELA POSTUPKA
Fenilalanin sluzi kao supstrat za enzime koji ga mogu deaminirati u fenilpiruvi¢nu kiselinu. Dodavanjem Cetiri ili pet kapi
10%-tne vodene otopine zeljezo-klorida (ili 12% vodene otopine Zeljezo-klorida zakiseljene s 2,5 mL koncentriranog HCl-a

u svakih 100 mL reagensa) u kulture nakon ¢ega ide inkubacija, nastaje svijetlozelena do tamnozelena boja (pozitivna
reakcija) ili nema promjene boje (negativna reakcija).
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REAGENSI

Agar fenilalanin

Priblizna formula* po litri procis¢ene vode
DL-fenilalanin ........ccconeiriieieeee e
Ekstrakt kvasca
Natrijev klorid
Natrijev fosfat
AGar .o

*Prilagodeno i/ili dodano prema potrebi kako bi se udovoljilo kriterijima ucinkovitosti.

Upozorenja i mjere opreza: Za in vitro dijagnostiku.

Epruvete sa zategnutim ¢epovima treba oprezno otvarati kako ne bi doslo do ozljeda pri pucanju stakla.

Primjenjujte asepti¢ne tehnike i utvrdene mjere opreza protiv mikrobioloskih opasnosti tijekom svih postupaka. Nakon
upotrebe, pripremljene epruvete, spremnici za uzorke i ostali kontaminirani materijali moraju se sterilizirati u autoklavu
prije odlaganja.

Upute za ¢uvanje: Epruvete po primitku pohranite na tamnom mjestu na temperaturi od 2 °C do 8 °C. Pazite da ne dode do
smrzavanja i pregrijavanja. Otvorite neposredno prije upotrebe. Smanjite izlaganje svjetlosti na najmanju moguc¢u mjeru.
Podloge u epruvetama koje se ¢uvaju prema uputama na naljepnici prije same upotrebe mogu se inokulirati sve do isteka
roka valjanosti i inkubirati tijekom preporucenih rokova inkubacije. Prije inokulacije pri¢ekajte da se podloga zagrije do
sobne temperature.

Pogorsanje kvalitete proizvoda: Ne upotrebljavajte epruvete ako imaju vidljive znakove kontaminacije mikrobima,
promjene boje, susenja ili ostale znakove pogorsanja kvalitete.

PRIKUPLUANJE UZORAKA | RUKOVANJE

Uzorci pogodni za podlogu mogu se obraditi raznim tehnikama. Detaljne informacije potrazite u odgovaraju¢im
tekstovima.”® Uzorke treba uzeti prije obrade protumikrobnih agensa. Potrebno je izraditi propise za brzu dostavu

u laboratorij.

POSTUPAK
PriloZeni materijal: Kosi agar fenilalanin

Potreban materijal koji se nabavlja zasebno: podloga za dodatne kulture, reagensi, organizmi za kontrolu kvalitete i
laboratorijska oprema prema potrebi.

Postupak ispitivanja: Primjenjujte asepti¢ne tehnike.
Koristenjem jakog inokuluma, inokulirajte kose podloge u epruvetama ciste kulture s rastom od 18 do 24 h. Inkubirajte

epruvete aerobno na35+2°C4hili 18 - 24 h. Ako se dobije dovoljno inkouluma, razdoblje inkubacije od 4 h trebalo bi
biti dovoljno.®

Korisni¢ka kontrola kvalitete: Pogledajte poglavlje , Postupci kontrole kvalitete”

Zahtjevi kontrole kvalitete moraju biti ispunjeni u skladu s vaze¢im lokalnim, drzavnim i/ili saveznim propisima ili uvjetima
akreditiranja i postupcima standardne kontrole kvalitete vaseg laboratorija. Preporucuje se da korisnik konzultira
relevantne smjernice CLSI-ja i propise CLIA kako bi se upoznao s odgovarajuc¢im postupcima kontrole kvalitete.
REZULTATI

Nakon inkubacije dodajte cetiri ili pet kapi Zeljezo-klorida u kosi agar. Lagano rotirajte epruvetu da biste oslobodili rast.
Pratite nastajanje zelene boje (pozitivna reakcija) u roku 1 -5 min.

Clanovi roda Proteus, Morganella i Providencia daju pozitivne rezultate. Ostali rodovi unutar Enterobacteriaceae negativni
su u stvaranju fenilpiruvi¢ne kiseline.*'°

OGRANICENJA POSTUPKA

Pozitivnu reakciju treba interpretirati u roku prvih 5 min nakon dodavanja reagensa jer se zelena boja brzo gubi.

Nekoliko ostalih sojeva Enterobacteriaceae takoder je pozitivno na fenilalanin: Enterobacter agglomerans (20%),
Enterobacter sakazakii (50%), Rahnella aquatilis (95%) i Tatumella ptyseos (90%).'°

Za identifikaciju organizmi moraju biti u ¢istoj kulturi. Za kona¢nu identifikaciju potrebno je provesti morfoloska,
biokemijska i/ili seroloska ispitivanja. U odgovaraju¢im poglavljima potrazZite dodatne informacije i

preporugene postupke.”®
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Xl RADNA SVOIJSTVA
Prije izdavanja ispitana su radna svojstva svih pakiranja kosih agara fenilalanina. Pomo¢u kalibrirane usice od 0,01 mL
razmazivanjem su inokulirani reprezentativni uzorci serije s kulturama sojinog bujona Trypticase razrijedene s 10" vrste
Escherichia coli (ATCC 25922), Morganella morganii (ATCC 8019), Proteus vulgaris (ATCC 8427) i Providencia rustigianii
(ATCC 12013). Epruvete su inkubirane s odvijenim ¢epovima na 35 + 2 °C. Nakon inkubacije 18 - 24 h na kosom agaru
provjeren je rast. Sve kulture pokazale su umjeren do jak rast. Prema tome, 4 - 5 kapi 10%--tne vodene otopine zeljezo-
klorida dodano je u svaku epruvetu. Epruveta se lagano rotira da bi se oslobodio rast. U roku 1 -5 min kosi agari
inokulirani s M. morganii, P. vulgaris i P. rustigianii stvorili su zelenu boju (pozitivna reakcija) sto znaci prisutnost
fenilpiruvi¢ne kiseline u podlozi. Nije bilo reakcije (bez promjene boje) za kose agare inokulirane s E. coli.

Xl DOSTUPNOST
Kat. br. Opis
221342 BD BBL Phenylalanine Agar Slants (kosi agar fenilalanina), pakiranje od 10 epruveta veli¢ine K
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Tehnicki servis i podrska na BD Diagnostics: obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD ili posjetite www.bd.com/ds.

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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